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RESUME 
 
La barrière hémato-encéphalique (BHE) est la structure essentielle au système nerveux central 
(SNC), localisée au sein des capillaires cérébraux. Elle est responsable du maintien de l’homéostasie 
cérébrale ainsi que de sa protection. En effet, les pathologies affectant le SNC sont souvent associées à 
une altération au niveau de la BHE. L’un des nombreux facteurs, pouvant altérer l’homéostasie du SNC, 
est l’hypoxie puisque le cerveau est le premier consommateur d’oxygène. De nombreuses études ont 
démontré qu’une hypoxie aigüe (modélisation de l’ischémie cérébrale transitoire ou l’AVC), altère la 
perméabilité de cette barrière. Cependant, certaines pathologies sont liées à une hypoxie intermittente, 
notamment les troubles respiratoires associés au sommeil, comme le syndrome d’apnées du sommeil. 
Cette hypoxie intermittente ne semble pas être sans conséquence sur la structure et la fonction du 
cerveau, car des études menées chez l’Homme ont démontré que ces patients souffraient de troubles 
cognitifs. L’enjeu dans l’étude de ces pathologies est d’avoir une meilleure compréhension des 
mécanismes amenant à l’altération de la BHE, afin de développer des stratégies thérapeutiques 
adéquates. Toutefois, peu d’études à ce jour se sont intéressées à l’impact de l’hypoxie intermittente sur 
la BHE en raison de la complexité du cerveau. De ce fait, les modèles in vitro de BHE semblent être des 
outils adéquats à l’étude de la BHE en conditions pathologiques. L’objectif de ce travail de thèse a été 
de mettre en place un modèle in vitro de BHE permettant l’étude de l’impact de stress hypoxiques répétés 
sur l’intégrité de cette barrière. 
Le modèle mis en place est un modèle de co-culture « contact » mettant en jeu des cellules 
endothéliales cérébrales immortalisées de souris et des astrocytes immortalisés de rat. En effet, de 
nombreuses études ont montré l’importance des interactions entre les astrocytes et les cellules 
endothéliales, dans la mise en place du phénotype de barrière de la BHE. Nous avons fait le choix de 
développer un modèle murin afin d’être en adéquation avec les études menées, chez le petit animal, au 
laboratoire. Ce modèle a été caractérisé en termes de résistance électrique transendothelial (TEER), de 
perméabilité membranaire, de jonctions serrées et de transporteurs d’efflux. Ce modèle répond aux 
critères attendus pour un modèle in vitro de BHE et est rapide à mettre en place. 
L’impact cellulaire de l’hypoxie intermittente est difficile à étudier in vitro en raison de la 
rapidité du phénomène. De ce fait, nous avons mis en place une méthode alternative d’induction de 
stress hypoxique par un agent chimique, l’hydralazine, qui soit reproductible, contrôlable et réversible, 
afin d’étudier les mécanismes cellulaires et moléculaires induits au niveau de cette BHE. Cette méthode 
a été validée par comparaison avec une hypoxie physique. Les résulats ont montré que l’induction de 
HIF-1α (facteur de l’hypoxie) était similaire avec les deux méthodes et que l’impact sur le modèle de 
BHE était semblable entre une induction avec l’hydralazine et celle induite par une hypoxie physique. 
Par la suite cette méthode d’induction d’hypoxie par l’hydralazine, a permis d’étudier les conséquences 
de stress hypoxiques répétés sur l’intégrité de la BHE sur un temps de 24 heures. Nos résultats ont 
montré qu’un stress hypoxique répété altérait de façon progressive la voie paracellulaire des cellules 
endothéliales, en diminuant l’expression des protéines de jonctions serrées de notre modèle. Par ailleurs, 
la voie transcellulaire est également affectée car l’activité des transporteurs d’efflux est augmentée. 
Ce travail a permis de mettre en place une méthode alternative d’induction de l’hypoxie qui est 
contrôlable et reproductible dans le temps. De plus, c’est la première étude menée in vitro qui s’intéresse 
aux conséquences de stress hypoxiques répétés sur l’intégrité de la BHE. Ainsi ce travail a permis 
d’apporter des premiers éléments de réponses sur les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués 
dans les pathologies liées à des stress hypoxiques répétés. 
 
Mots clés : barrière hémato-encéphalique, hydralazine, hypoxie répétée, modèle in vitro, intégrité 
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GLOSSAIRE 
 
γ-GT : γ-glutamyl transpeptidase 
2-ME-2 : methoxyestradiol 
ABC : ATP binding cassette 
AED : anti-epileptic drug 
ALP : alcaline phosphatase 
AMP : adénosine monophosphate cyclique 
ATP : adénosine tri-phosphate 
AVC : accident vasculaire cérébral 
BCECF : 2’,7’- bis-(2-carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescein acetoxymethyl ester 
BCRP: breast cancer resistance protein 
bFGF:  basic fibroblast growth factor 
BHE: barrière hémato encéphalique 
CoCl2: chlorure de cobalt  
DMEM: dubelcco modified eagle medium 
FGF: fibroblast growth factor  
GDNF:  glial-derived neurotrophic factor  
GK: guanyl kinase 
GLUT-1: transporteur glucose-1 
GSH: glutahion peroxidase 
HIF-1: hypoxia inducible factor-1 
HRE: hypoxia response element 
IL-6: interleukine-6 
JAM: junctional adhesion molecule 
LP-1:  low density lipoprotein receptor-related protein-1 
MAGUK:  membrane-associated guanylate kinase-like 
MAO:  monoamine  oxydase 
MCT-1:  monocarboxylate transporter-1 
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MDR:  multidrug resistance protein 
MRP:  multidrug resistance-associated protein 
Na-F: sodium fluorescéine 
NBD:  nucleotide binding domain 
OAT:  organic anion transporter  
OATP:  organic anion transporting polypetide  
PDZ:  post synaptic density drosophilia disc large tumor suppressor ZO-1 protein  
PHD: proly hydroxylase domain 
Pgp: P-glycoprotéine 
PMEA: 9-(2-phosphorylmethyloxyethyl) adenine  
RA: acide rétinoïque 
ROS: radicaux oxygen species 
SAS: syndrome d’apnée du sommeil 
SH3: SRC homology 3  
SLC: solute carrier 
SNC: système nerveux central 
SVF: serum de veau foetal 
TEER: transendothelial electrical resistance 
TGF-β: transforming growth factor-β 
TJ: tight junction 
TMD: transmembrane domain 
TMH: transmembrane helice 
TNF-α: tumor necrosis factor-α 
UNV: unité neuro-vasculaire 
VE-cadherin: vascular endothelial-cadherin 
VEGF: vascular endothelial growth factor 
YC-1: 3-(5’-hydroxyethyl-2’-furyl)-1-benzylindazole 
ZO: zonula occludens 
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Le bon fonctionnement neuronal du système nerveux central (SNC) nécessite un 
contrôle et un maintien de l’homéostasie, ainsi que des structures permettant son 
approvisionnement en oxygène et en nutriments. Le fonctionnement optimal du système 
nerveux est permis par deux structures biologiques : la barrière hémato-liquidienne (BHL), qui 
contrôle les échanges entre la circulation sanguine et le liquide céphalo-rachidien, et la barrière 
hémato-encéphalique (BHE), qui permet les échanges entre le sang et le tissu parenchymateux 
cérébral. Récemment, un toisième système biologique a été décrit et permettrait 
d’approvisionner et de protéger le SNC : le système « glymphatique » (Iliff et al., 2013). Ce 
système favoriserait l’élimination des protéines solubles et des métabolites du SNC. Par 
ailleurs, le système « glymphatique » permettrait également l’apport de plusieurs composés 
dans le cerveau, tels que le glucose, les lipides, les acides aminés, les 
neuromodulateurs…(Jessen et al., 2015). Toutefois, ce système est sujet à débat dans la 
littérature(Jin et al., 2016). 
Dans le cadre de ce travail de thèse, nous nous sommes intéressés uniquement à la BHE. 
Le siège anatomique de cette barrière est l’endothélium qui tapisse les capillaires cérébraux. 
Cet endothélium se distingue, des endothélia périphériques, par ses propriétés spécifiques : la 
présence de jonctions serrées, un transport vésiculaire réduit, la présence d’enzymes et de 
transporteurs d’efflux, ainsi qu’une absence de fenestration (Hawkins and Davis, 2005). Ces 
propriétés permettent de limiter le passage paracellulaire et transcellulaire de nombreuses 
molécules, renforçant ainsi l’étanchéité de la BHE. Toutefois, les cellules endothéliales 
n’agissent pas seules au sein de la barrière. En effet, les capillaires cérébraux sont entourés par 
des prolongements astrocytaires, intervenant dans l’induction des propriétés de l’endothélium 
citées précédemment (DeBault and Cancilla, 1980). Enfin, l’endothélium des capillaires 
cérébraux interagit étroitement avec les péricytes, afin de maintenir les propriétés de la BHE 
(Lai and Kuo, 2005). 
La BHE, étant une structure complexe, son étude peut être difficile in vivo. C’est 
pourquoi, de nombreux modèles in vitro de BHE ont été développés. Ces modèles peuvent être 
de configurations simplistes (un seul type cellulaire) ou complexes (plusieurs types cellulaires 
et/ou ajout de contraintes mécaniques). Le développement d’un modèle in vitro de BHE dépend 
de l’objectif de l’étude. Néanmoins, ces modèles ont un intérêt élevé pour les études concernant 
la structure et la fonction de cette barrière, et plus particulièrement pour comprendre les 
mécanismes cellulaires et moléculaires induits lors de phénomènes pathologiques. 
 16 
Un des facteurs pathologiques pouvant altérer l’homéostasie du SNC est l’hypoxie. 
L’hypoxie correspond à une réduction de la pression partielle en oxygène. Or, le cerveau est un 
grand consommateur d’oxygène, ainsi cette hypoxie va entrainer des conséquences au niveau 
cérébral. En effet, l’hypoxie est souvent associée à un dysfonctionnement de la BHE. Deux 
types d’hypoxie se distinguent et conduisent à des conséquences cérébrovasculaires 
différentes : l’hypoxie aigüe (ischémie cérébrale) et l’hypoxie intermittente (syndrome 
d’apnées du sommeil). L’un des enjeux, dans le traitement de ces pathologies, est de 
comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires pouvant entrainer une altération de la 
BHE et a posteriori un dysfonctionnement cérébral. Toutefois, si l’impact d’une hypoxie aigüe 
sur la BHE est bien décrit dans la littérature, les conséquences d’une hypoxie intermittente sur 
cette barrière restent encore peu décrites. Il semblerait, néanmoins, que l’hypoxie intermittente 
ne soit pas sans conséquence, puisque des chercheurs de notre laboratoire ont montré que des 
patients souffrant d’apnées du sommeil développaient des troubles cognitifs (Sforza et al., 
2010). Ceci a également été confirmé dans une étude plus récente (Kerner and Roose, 2016). 
Dans ce cadre, l’objectif de ce travail de thèse a consisté à mettre en place un modèle in 
vitro de BHE permettant l’étude de l’impact de stress hypoxiques répétés sur l’intégrité 
de cette barrière. 
La première étape de ce travail a été de mettre en place un modèle in vitro de BHE 
permettant l’étude de la structure et de la fonction de cette barrière. Pour cela, un modèle de co-
culture « contact » est mis en place, qui est composé de cellules endothéliales cérébrales et 
d’astrocytes. La caractérisation du modèle a montré que ce dernier exprimait des protéines de 
jonctions serrées, le rendant ainsi étanche, et des transporteurs d’efflux. Ce modèle est rapide à 
mettre en place et donc adéquat à l’étude de phénomènes pathologiques. La seconde partie de 
ce travail, a consisté à la mise en place d’une méthode d’induction de stress hypoxique par des 
agents mimétiques, qui soit reproductible, contrôlable et réversible afin d’étudier les 
mécanismes cellulaires et moléculaires induits au niveau de la BHE. Enfin, la dernière partie 
du travail de thèse, a été d’étudier l’impact de stress hypoxiques répétés sur l’intégrité de la 
BHE. Ce travail a pour but de comprendre les premiers mécanismes cellulaires et moléculaires 
impliqués dans les pathologies liées à une hypoxie répétée. 
 
Ce travail de thèse a été réalisé sous la direction du Pr Frédéric Roche, directeur du 
laboratoire du système nerveux autonome-épidémiologie, physiologie, ingénierie, santé (SNA-
EPIS, EA4607, Université de Lyon, Faculté de médecine de l’Université Jean Monnet-Saint-
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Etienne, F-42023, Saint-Etienne) et la co-direction du Pr Nathalie Perek, membre du laboratoire 
INSERM SAINBIOSE U1059, équipe DVH (Université de Lyon, Faculté de médecine de 
l’Université Jean Monnet-Saint-Etienne, F-42023, Saint-Etienne). 
 
De plus, ce travail a été permis grâce à une bourse délivrée par le Ministère de 
l’Enseignement supérieur et de la Recherche, et financé par l’Université Jean Monnet de Saint 
Etienne. 
Ce manuscrit de thèse est composé en trois grandes parties. Une première partie a 
consisté à l’étude bibliographique de ce travail, qui expose la structure de la BHE, les modèles 
cellulaires permettant son étude, puis les effets de l’hypoxie sur cette barrière. Ensuite cette 
partie est suivie par l’exposé de nos travaux faisant échos aux trois objectifs décrits 
précédemment. Enfin, une discussion générale, comportant les conclusions de l’étude et ses 
perspectives, termine ce manuscrit. 
 
L’ensemble des résultats obtenus au cours de ce travail de thèse a été publié et a fait 
l’objet de communications orales ou affichées lors de congrès nationaux et internationaux. 
 
Les résultats obtenus au cours de cette thèse ont fait l’objet des publications suivantes : 
 
 Hypoxic Stress Induced by Hydralazine Leads to a Loss of Blood-Brain Barrier Integrity 
and an increase in Efflux Transporter Activity. 
Morgane.Chatard, Clémentine.Puech, Frédéric.Roche, Nathalie.Perek ; Plos One, 
2016. 
 
 Hydralazine is a suitable mimetic agent of hypoxia to study the impact of hypoxic stress 
on in vitro blood-brain barrier model. 
Morgane.Chatard, Clémentine.Puech, Nathalie.Perek, Frédéric Roche  
Soumis dans la revue Cellular Physiology and Biochemistry (en révision) 
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 Blood-brain barrier cells progressively lose tight junction protein expression after 
repetitive hypoxic stress and set up defense mechanisms by increasing ABC transporter 
activities. 
Morgane.Chatard, Sabine Palle, Frédéric.Roche, Nathalie.Perek  
Soumis dans la revue Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism  
 
Les communications orales suivantes ont été présentées : 
 
 Impact of repeated hypoxic stress on transendothelial transport mediated efflux pumps 
P-glycoprotein (Pgp) and MRP-1 on blood-brain barrier co-culture model.  
Morgane.Chatard, Clémentine.Puech, Nathalie.Perek, Frédéric.Roche 
Early Career Physiologists' Symposium du Congrès The American Physiological 
Society and European Physiological Society, Juin 2016, Dublin 
 
 An original and suitable induction method of repeated hypoxic stress by hydralazine to 
investigate the integrity of an in vitro blood-brain barrier model.  
Morgane.Chatard, Clémentine.Puech, Nathalie.Perek, Frédéric.Roche 
18th International Conference on Cerebral Vascular Biology and Medicine, Septembre 
2016, Londres. Prix de la meilleure communication orale 
 
 Les communications affichées suivantes ont été présentées : 
 
 Conséquences d'une hypoxie chimique sur un modèle de barrière hémato-encéphalique 
(BHE) in vitro.  
Morgane Chatard, Nathalie Perek, Frédéric Roche 
Congrès du sommeil, Lille 2014. Bourse voyage SFRMS jeune chercheur. Résumé 
publié dans la revue Médecine du Sommeil, janvier 2015. 
 
 Effects of hypoxia/normoxia cycles on membrane integrity in rodent in vitro blood-
brain barrier model. 
Morgane Chatard, Nathalie Perek, Frédéric Roche 
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Congrès de Physiologie et de Biologie Intégrative, Strasbourg 2015. Résumé publié 
dans Acta Physiologica,  mai 2015. 
 
 Effets d’inductions répétées de HIF 1α sur l’intégrité membranaire d’un nouveau 
modèle in vitro de barrière hémato-encéphalique (BHE). 
Morgane Chatard, Frédéric Roche, Nathalie Perek 
Journée de l’école doctorale EDSIS 488, 2015 
 
 Conséquences de stress hypoxiques répétés sur l’intégrité d’un modèle in vitro de BHE. 
Morgane.Chatard, Clémentine.Puech, Nathalie.Perek, Frédéric.Roche 
Journée de l’Académie Française de Médecine, Mai 2016, Saint-Etienne 
 
 L’altération de la barrière hémato-encéphalique (BHE) : une approche innovante de 
l’atteinte parenchymateuse cérébrale dans l’hypoxie de l’apnée du sommeil. Giraud A, 
Sapin M, Chatard M, Pépin J.L, Roche F, Patural H 
Journée de l’Académie Française de Médecine, Mai 2016, Saint Etienne 
 
 In vitro studies of impact of repeated hypoxic stress on transendothelial transport 
mediated efflux pumps Pgp and MRP-1 of blood-brain barrier co-culture model. 
Morgane.Chatard, Clémentine.Puech, Nathalie.Perek, Frédéric.Roche 
Congrès The American Physiological Society and European Physiological Society, Juin 
2016, Dublin  
 
 Etude des conséquences d’une hypoxie intermittente sur l’intégrité d’un modèle in vitro 
de barrière-hémato-encéphalique. 
Morgane Chatard, Clémentine Puech, Anne Briançon-Marjollet, Nathalie Perek, 
Frédéric Roche 
Congrès du sommeil, Strasbourg 2016. 
 
Enfin, ces travaux de thèse m’ont permis d’encadrer des étudiants de cursus différents : 
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4 étudiants en Master : 
 Verdière Léa (Janvier à Avril 2015) : « Mise au point d’un protocole de marquage des 
jonctions serrées en microscopie confocale dans le cadre d’un modèle in vitro de BHE». 
 Younib Mehdi (Janvier à Avril 2015) : « Caractérisation d’un modèle in vitro de BHE». 
 Fontaney Quentin (Avril à Juin 2015) :« Influence d’une hypoxie intermittente chimique 
sur la sécrétion de facteurs inflammatoires par un modèle in vitro de BHE ». 
 Caire Robin (Avril à Juin 2016) : « Etude de la voie inflammatoire sur l’intégrité d’un 
modèle in vitro de BHE). 
 
Une étudiante en licence 3 de Biologie : 
 Saidi Fadila (Janvier 2015) : « Optimisation d’un modèle in vitro de BHE » 
 
Un étudiant en IUT génie biologique : 
 Gery Nathanaël (Avril à Juin 2014) : « Etudes des conséquences d’une hypoxie 
chimique sur un modèle in vitro de BHE en monoculture ». 
 
Une étudiante en BTS : 
 Dumas Romane (Avril à Juillet 2015) : « Mise en place d’un modèle de BHE in vitro 
inversé ». 
  
 21 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Première partie :  
Etude 
Bibliographique 
  
 22 
Chapitre 1 : La barrière hémato-encéphalique 
(BHE) 
 
 Le système nerveux central (SNC) est le système le plus sensible et le plus critique de 
l’organisme des vertébrés. En effet, ce système régule les fonctions végétatives, sensitivo 
motrices et cognitives. Il est composé essentiellement de neurones et de cellules gliales 
(Ogunshola, 2011). Son bon fonctionnement nécessite un contrôle du milieu extracellulaire 
cérébral. Par ailleurs, les demandes métaboliques du cerveau étant nombreuses (le SNC 
consomme, à lui seul, 20% de l’oxygène), l’interface entre le SNC et la circulation sanguine 
systémique doit posséder des mécanismes très efficaces afin de faciliter le transport des 
nutriments spécifiques. Elle doit aussi pouvoir réguler l’équilibre ionique entre les 
compartiments sanguin et cérébral, ainsi que limiter le passage dans le cerveau des substances 
pouvant être toxiques (Ronaldson and Davis, 2015). Cette interface entre le SNC et le sang 
s’appelle la barrière hémato-encéphalique (BHE). 
 
1. Historique de la BHE 
 
 La BHE a été décrite pour la première fois par Paul Ehrlich en 1885. En effet dans ses 
travaux, il a observé que l’injection de colorant hydrosoluble dans le système circulatoire 
colorait tous les organes à l’exception du cerveau et de la corde spinale. Ehrlich attribua cette 
observation à une faible affinité du tissu nerveux pour ce colorant. Cependant l’étudiant de Paul 
Ehrlich, Edwin Goldmann, montra que la conclusion de son mentor était erronée. En effet, il a 
repris les travaux d’Elrlich et a injecté un colorant, le bleu trypan, directement dans le liquide 
cérébrospinal (CSF). Il a montré que tous les types cellulaires du cerveau étaient colorés mais 
le colorant n’a pas pu pénétrer en périphérie. Ces résultats suggéraient l’existence d’une barrière 
au colorant entre le SNC et la circulation périphérique (Hawkins and Davis, 2005). Des années 
plus tard, l’équipe de Reese confirme ces résultats grâce à la microscopie électronique, en 
décrivant la présence d’une barrière cellulaire composée de cellules endothéliales cérébrales 
qui tapissent le système vasculaire cérébrale (Reese and Karnovsky, 1967). Lewandowsky est 
le premier a utilisé le terme de barrière hémato-encéphalique (BHE) (Hawkins and Davis, 2005) 
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(Figure 1). Au départ l’appellation de BHE était limitée aux cellules endothéliales cérébrales. 
De nos jours, le terme BHE définit une unité neurovasculaire multicellulaire (UNV) (Ogunshola 
and Al-Ahmad, 2012). 
 
 
Figure 1 : Etapes clés de la recherche sur la BHE 
 
2. La BHE : une structure complexe et organisée 
 
2.1. Une barrière biologique organisée 
 
 La BHE est constituée de cellules endothéliales des capillaires ou microvaisseaux 
cérébraux, d’astrocytes, de péricytes et de cellules microgliales. Certains auteurs incluent les 
neurones dans la BHE (Wilhelm et al., 2011) mais leur présence au sein de cette barrière est 
très controversée. 
 
2.1.1. Les capillaires cérébraux : support anatomique de la BHE 
 
 Les capillaires cérébraux sont constitués d’une monocouche de cellules endothéliales 
jointives qui reposent sur une membrane basale continue, dans laquelle les péricytes sont 
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emboités. Ces capillaires sont entourés d’un manchon ininterrompu de pieds astrocytaires 
(Figure 2). En effet, l’équipe de Mathiisen a montré un chevauchement serré des péricytes et 
des astrocytes autour des cellules endothéliales des capillaires cérébraux (Mathiisen et al., 
2010). Les astrocytes sont également étroitement liés aux neurones et à la microglie. De la 
lumière du capillaire vers la périphérie, sont observés les cellules endothéliales, une lame 
basale, les péricytes et enfin les astrocytes (Hawkins and Davis, 2005)  
 
 
Figure 2: structure des capillaires cérébraux (Abbott, 2013). Les cellules endothéliales sont 
étroitement liées aux péricytes avec lesquels elles partagent une membrane basale commune et 
délimitent la face interne des capillaires cérébraux. Les astrocytes émettent de nombreux 
prolongements, appelés pieds astrocytaires, qui forment un manchon continu autour des capillaires 
cérébraux. Les astrocytes sont également liés aux neurones et aux cellules de la microglie. 
 
2.1.2. Les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales 
 
 Les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales forment la base anatomique de la 
BHE et possèdent des caractéristiques structurales et métaboliques qui permettent de 
différencier l’endothélium des capillaires cérébraux de celui des autres endothélia (Ballabh et 
al., 2004). Parmi ces caractéristiques il faut noter que les cellules endothéliales 
microvasculaires cérébrales sont polarisées et connectées entre elles par des jonctions 
intercellulaires spécifiques (jonctions serrées et jonctions adhérentes qui seront développées 
dans un prochain paragraphe), qui leur permettent de limiter les mouvements moléculaires et 
ioniques entre les cellules (mouvement paracellulaire) (Daneman, 2012). Par ailleurs, ces 
cellules sont riches en mitochondries. Il est estimé que les capillaires cérébraux possèdent cinq 
à six fois plus de mitochondries que les capillaires du muscle squelettique. Cette richesse en 
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mitochondries s’explique par les besoins énergétiques importants de ces cellules, notamment 
pour le maintien de leurs caractéristiques structurales et de leurs activités métaboliques, telles 
que le transport actif des nutriments au cerveau (Persidsky et al., 2006). Enfin ces cellules 
endothéliales microvasculaires cérébrales ont également comme caractéristique d’avoir une 
faible densité de vésicules endocytiques et pinocytiques (invagination de la membrane de la 
cellule formant une vésicule et permettant le transport de nutriment ou de liquide) (Persidsky 
et al., 2006; Daneman, 2012). L’ensemble de ces propriétés tendent à restreindre les échanges 
entre le sang et le cerveau. 
 
2.1.3. Les astrocytes 
 
 Les astrocytes sont les cellules gliales majoritaires au sein du SNC. Ce sont des cellules 
en forme d’étoile, dont leurs extrémités se finissent par un renflement appelé pied astrocytaire. 
Ils recouvrent plus de 99% de l’endothélium de la BHE. L’interaction des astrocytes avec les 
cellules endothéliales microvasculaires cérébrales induit et module le développement de la BHE 
ainsi que le phénotype particulier de ces cellules endothéliales. En effet, les astrocytes induisent 
le phénotype de barrière des cellules endothéliales microvasculaires cérébrales en libérant des 
facteurs solubles tels que VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), TGF-β (transforming 
growth factor-β), l’oxide nitrique (Ogunshola, 2011), GDNF (glial-derived neurotrophic 
factor), bFGF (basic fibroblast growth factor) ou IL-6 (interleukine-6) (Wilhelm and Krizbai, 
2014) (Figure 3). De plus, cette interaction favorise la formation des jonctions serrées présentes 
au sein des cellules endothéliales, réduit la surface des jonctions communicantes (gap junctions) 
et augmente la densité des astrocytes (Tao-Cheng and Brightman, 1988; Abbott, 2002). Les 
interactions des pieds astrocytaires, avec le pôle basal des capillaires cérébraux, sont 
importantes dans la régulation de l’activité neuronale, dans la synchronisation des niveaux de 
métabolites avec le flux sanguin, et dans la vasodilatation (Keaney and Campbell, 2015). Des 
études récentes ont montré que les astrocytes sécrétaient de nombreuses molécules, qui 
favorisaient et maintenaient le caractère imperméable de la BHE. En effet, la sécrétion 
d’alipoprotéine E, par exemple, régule les jonctions serrées des cellules endothéliales, par 
l’intermédiaire des récepteurs LP1 (low density lipoprotein receptor-related protein 1) présents 
à la fois au niveau des péricytes et des cellules endothéliales (Nishitsuji et al., 2011). Par 
ailleurs, ces pieds astrocytaires possèdent différentes protéines qui interviennent au sein de la 
BHE. En effet, le complexe dysroglycane-dystrophine lie ces pieds astrocytaires à la membrane 
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basale par l’intermédiaire d’agrine. Une autre protéine présente au sein de ces prolongements 
est l’aquaporine 4, qui est un canal spécifique au transport de l’eau. Ces aquaporines 4 
permettent de réguler l’homéostasie aqueux du SNC (Haj-Yasein et al., 2011; Daneman and 
Prat, 2015). Enfin, ces pieds astrocytaires expriment également sur leurs membranes luminales, 
des protéines spécifiques telles que le transporteur 1 au glucose (GLUT-1), la connexine-43 et 
les canaux au potassium (Wilhelm and Krizbai, 2014). 
 
 
Figure 3 : Intéractions cellules endothéliales-astrocytes permettant le maintien des propriétés de 
barrière de la BHE (Prat et al., 2001). Les astrocytes sécrètent des facteurs qui sont cruciaux dans 
l’établissement et le maitien de la BHE. 
 
2.1.4. Les péricytes 
 
 Les péricytes sont des cellules plates, indifférenciées, du tissu conjonctif contractile qui 
se développe autour des parois des capillaires. Il a été montré que les péricytes cérébraux 
possédaient des protéines contractiles amenant à la conclusion qu’ils pourraient réguler le flux 
sanguin des capillaires (Bandopadhyay et al., 2001). Cependant ces péricytes microvasculaires 
ne présentent pas l’isoforme α-actine, ce qui remettrait en question l’implication des péricytes 
dans la contraction capillaire (Lai and Kuo, 2005). De plus, il a été montré in vitro que les 
péricytes ont une association physique étroite avec l’endothélium, notamment grâce aux 
jonctions communicantes (gap junctions) qui existent entre les péricytes et les cellules 
endothéliales (Lai and Kuo, 2005). Cette association est d’autant plus importante que les 
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péricytes possèdent des prolongements cellulaires, qui pénètrent dans la membrane basale et 
recouvrent approximativement 20 à 30% de la circonférence microvasculaire (Bonkowski et 
al., 2011). En effet la vascularisation du SNC est riche en péricytes en comparaison des 
vaisseaux périphériques. Le ratio péricytes-cellules endothéliales est estimé à un pour trois, 
alors qu’au niveau du muscle il est de un pour cent (Daneman and Prat, 2015; Keaney and 
Campbell, 2015). La contribution des péricytes sur le phénotype de la BHE a longtemps été 
négligée et reste encore à déterminer à ce jour. Cependant, plusieurs études in vitro suggèrent 
que les péricytes favoriseraient la fonction de la BHE (Hayashi et al., 2004; Hori et al., 2004a). 
En effet, les péricytes seraient nécessaires à la formation de cette BHE telle que la régulation 
du trafic vésiculaire dans les cellules endothéliales du SNC, la formation des jonctions serrées 
ou la polarisation des astrocytes (Armulik et al., 2010). Enfin, certains péricytes de la BHE 
proviendraient d’une lignée de macrophage, possédant des capacités de phagocytose des 
protéines exogènes (Williams et al., 2001).  
 Tout ceci concourt à impliquer les péricytes dans l’induction et/ou le maintien des 
propriétés de barrière de la BHE. Ces points seront détaillés dans le paragraphe Une barrière 
dynamique. 
 
2.1.5. La membrane basale 
 
 La membrane basale sert de support aux cellules endothéliales. Elle est composée 
principalement de collagène de type IV, de laminine et de fibronectine. La membrane basale 
présente également des charges anioniques portées soit par des protéoglycanes riches en 
héparanes sulfates, soit par des glycoprotéines riches en acides sialiques. Au sein du SNC, la 
membrane basale diffère un peu puisque les vaisseaux sanguins sont entourés par deux couches 
de membrane basale : la membrane basale endothéliale interne et la membrane basale 
parenchymateuse externe, appelée aussi la glia limitans (Daneman and Prat, 2015). La 
membrane basale interne est sécrétée par les cellules endothéliales et les péricytes qui y sont 
inclus. La membrane basale externe est sécrétée par les astrocytes. La liaison des astrocytes à 
cette membrane basale se fait par des interactions protéiques. De plus, les deux couches de la 
membrane basale diffèrent dans leur composition moléculaire. En effet la couche interne est 
riche en laminines alpha 4 et alpha 5 tandis que la couche externe est riche en laminines alpha 
1 et alpha 2 (Daneman, 2012). Par ailleurs, les protéines de la membrane basale favorisent 
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l’expression des protéines des jonctions présentes au sein des cellules endothéliales (Savettieri 
et al., 2000) et les interactions des cellules avec la membrane basale sont importantes pour le 
maintien de leur phénotype et l’activation de plusieurs voies de signalisation intracellulaires 
(Tilling et al., 2002). En effet, une altération de la protéine laminine astrocytique, présente au 
sein de la membrane basale, permet le passage des péricytes d’un état de repos à celui de 
phénotype contractile, qui a pour conséquence d’entrainer une diminution des aquaporines 4 
des pieds astrocytaires, mais cette altération conduit également à la diminution de l’expression 
des jonctions serrées des cellules endothéliales (Yao et al., 2014). Enfin la dégradation de cette 
membrane basale est fortement associée à une augmentation de la perméabilité de la BHE dans 
des conditions pathologiques, qui conduit, à posteriori, à une rupture de la BHE (Rascher et al., 
2002; Jian Liu and Rosenberg, 2005).  
 En conclusion, cette membrane basale fournit un point d’ancrage pour de nombreux 
processus de signalisation du système vasculaire, mais forme également une barrière 
supplémentaire aux molécules et aux cellules voulant pénétrer dans le tissu neuronal. 
 
2.1.6. Les neurones 
 
 Les neurones sont des cellules essentielles du système nerveux. Ils sont constitués de 
trois parties : le soma, les dendrites et l’axone. Les neurones ressentent les modifications de 
l’environnement, communiquent ces informations à d’autres neurones puis commandent les 
réponses de l’organisme à ces informations. 
 Lee et al. ont démontré que la perméabilité accrue de la BHE pouvait être un évènement 
compensatoire, ce qui suggère que les communications neuronales-microvasculaires pourraient 
moduler cette perméabilité (Lee et al., 1999). En effet, les cellules endothéliales 
microvasculaires cérébrales associées, ou non, aux astrocytes sont innervées par des neurones 
de types noradrenergiques, serotonergiques (Cohen et al., 1997), cholinergiques (Tong and 
Hamel, 1999) et GABAergiques (Vaucher et al., 2000). La perte significative des innervations 
cholinergiques des microvaisseaux corticaux, dans la maladie d’Alzheimer, est associée à une 
altération cérébrovasculaire (Tong and Hamel, 1999). De plus, Tontch et al. ont montré que les 
neurones induisaient l’expression d’enzymes spécifiques aux cellules endothéliales 
microvasculaires cérébrales (Tontsch and Bauer, 1991). En conclusion, si le rôle des neurones 
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dans le développement du phénotype de la BHE n’a pas encore été démontré, il semblerait 
cependant qu’ils puissent réguler certains aspects des fonctions de la BHE. 
 
2.1.7. La microglie 
 
 La microglie est un terme qui désigne les cellules microgliales. Les cellules microgliales 
ont été décrites pour la première fois par Del Rio Hortega et al. dans les années 1920. Ce sont 
des cellules immunitaires résidents au sein du SNC, qui représentent environ 5% de la 
population cellulaire du cerveau. La microglie agit comme principale ligne de défense, après la 
BHE, et joue un rôle essentiel dans les réponses de l’immunité innée (Ginhoux et al., 2010). En 
condition physiologique, ces cellules présentent une morphologie ramifiée et expriment des 
molécules associées à la phagocytose, permettant l’élimination des déchets relargués par les 
neurones (Venneti et al., 2009). Cependant, les cellules microgliales sont prédisposées à être 
activées lors de blessures cérébrales et de stimuli inflammatoires ou immunologiques. Une fois 
activée, la microglie peut exister sous deux formes. Dans le cas classique, la microglie activée 
va sécréter des cytokines proinflammatoires, tels que l’interleukine-1β, des espèces réactives à 
l’oxygène (ROS) et le facteur de nécrose tumorale (TNF-α). Le deuxième état d’activation 
s’effectue principalement lors de réparation de tissus, de phagocytoses de neurones 
endommagés ou de matériels étrangers. Dans ce cas la microglie sécrète des chimiokines et du 
VEGF, et active des voies neurotrophiques (Aguzzi et al., 2013). Par ailleurs lors de leur 
activation, et quelque soit l’activation, ces cellules subissent des altérations morphologiques 
sévères (Rock and Peterson, 2006). De plus, la microglie semble influencer les propriétés de la 
BHE. En effet, l’interaction entre les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales et la 
microglie favorise les fonctions de la BHE, notamment en permettant le maintien de 
l’homéostasie cérébrale. Cependant les mécanismes, participant à cette homéostasie, ne sont 
pas encore bien connus (Choi and Kim, 2008). Enfin, les cellules endothéliales cérébrales 
peuvent également sécréter des molécules, qui vont induire l’activation de la microglie. Par 
exemple, la thrombine (protéase neurotrophique sécrétée par les cellules endothéliales 
cérébrales de patients atteints de la maladie d’Alzheimer) augmente les taux d’oxyde nitrique 
qui entraine l’activation de la microglie, et conduit à la perte des neurones dopaminergiques 
(Huang et al., 2008). 
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 Tous les éléments, qui ont été décrits, permettent à la BHE d’être une barrière à la fois 
physique, physiologique et métabolique. Tous ces phénotypes de barrière régulent les échanges 
entre le sang et le SNC, permettant ainsi de maintenir l’homéostasie cérébrale essentielle pour 
le fonctionnement du cerveau. Les différents phénotypes de barrière de la BHE font l’objet des 
paragraphes suivants. 
 
2.2. Une barrière physique formée par des complexes 
jonctionnels intercellulaires 
 
 Les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales contrôlent le passage des 
composés entre le compartiment sanguin et le compartiment cérébral. Cette fonction est régulée 
par deux voies : les voies paracellulaire et transcellulaire. La voie transcellulaire définit le 
passage des composés plasmatiques à travers le cytoplasme des cellules endothéliales grâce à 
des systèmes de transports vésiculaires. La voie paracellulaire, voie qui va être décrite dans ce 
paragraphe, est régulée par l’ouverture de complexes protéiques et/ou par le réarrangement de 
leur architecture (Bazzoni and Dejana, 2004). Ces complexes protéiques sont constitués des 
jonctions, présents au niveau de l’interface endothéliale des microvaisseaux cérébraux. Ces 
jonctions sont composées de jonctions adhérentes, de jonctions serrées, et certains auteurs 
incluent également les jonctions communicantes. Si les jonctions communicantes servent 
essentiellement d’intermédiaire dans la communication intercellulaire, les jonctions adhérentes 
et les jonctions serrées permettent de restreindre la perméabilité de l’endothélium cérébral 
(Figure 4) (Hawkins and Davis, 2005). 
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Figure 4: Présence de jonctions entre les cellules endothéliales cérébrales de la BHE d'après 
Wong et al. (Wong et al., 2013). Les jonctions serrées et les jonctions adhérentes sont présentes à 
l’interface de deux cellules endothéliales cérébrales adjacentes. Ces jonctions vont permettre de 
restreindre la perméabilité de la BHE. 
 
2.2.1. gap junctions 
 
 Les gap junctions sont des canaux qui communiquent directement avec le cytoplasme 
de deux cellules adjacentes, permettant le passage intercellulaire de petits solutés comme les 
ions ou les seconds messagers (Evans and Martin, 2002). Ces canaux intercellulaires sont 
composés par deux hémi-canaux, appelés connexines, provenant chacun de deux cellules 
voisines. Chaque connexine est formée par six connexons qui forment le canal (Figure 5).  
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Figure 5 : Structure des gap junctions (Evans and Martin, 2002 modifié). Les gap junctions sont 
formées par deux connexines, provenant chacune des membranes de deux cellules voisines. Chaque 
connexine est formée par six connexons qui délimitent un canal. 
 
Il existe au moins vingt isoformes de connexines (Saez et al., 2003). Au sein des cellules 
endothéliales des microvaisseaux cérébraux, il semblerait que ce soit les connexines-40 et -37 
qui soient exprimées (Bazzoni and Dejana, 2004). 
 La fonction principale des jonctions communicantes est de permettre une 
communication directe entre les cellules. Cependant les connexines interviennent dans des 
processus de signalisation, puisque ces canaux relâchent, de façon paracrine (dans leur 
entourage), des signaux tels que du monoxyde d’azote (NO), des prostaglandines et de l’ATP 
(Saez et al., 2003). Enfin ces gap junctions pourraient être des régulateurs clés de la BHE, 
puisque les connexines semblent co-localisées avec les protéines des jonctions serrées, afin de 
stabiliser la communication entre les cellules et de maintenir l’intégrité de la BHE. Seulement 
les mécanismes restent encore peu connus (Gaete et al., 2014). 
 
2.2.2. Les jonctions adhérentes 
 
 Les jonctions adhérentes sont spécialisées dans l’interaction cellules-cellules. Elles sont 
omniprésentes dans les systèmes vasculaires, et permettent l’adhésion entre les cellules 
endothéliales (Hawkins and Davis, 2005). Les jonctions adhérentes sont formées par des 
cadhérines et par des caténines. Les cadhérines sont des glycoprotéines transmembranaires, 
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composées d’une unique chaine transmembranaire. Cette chaine transmembranaire interagit 
avec du calcium pour permettre l’adhésion aux cellules adjacentes (Dejana and Del Maschio, 
1995). Les cellules endothéliales cérébrales expriment à leur surface une cadhérine spécifique, 
appelée VE-cadhérine (vascular endothelial-cadhérin). Au sein des jonctions adhérentes, les 
caténines jouent un rôle analogue aux protéines zonula occludens des jonctions serrées (décrites 
dans le prochain paragraphe), en permettant d’ancrer les cadhérines, et plus particulièrement 
les VE-cadhérines, à l’actine du cytosquelette (Hawkins and Davis, 2005). En effet, la queue 
cytoplasmique des VE-cadhérines est liée aux β- et ɤ-caténines. Ces protéines sont liées à 
l’actine par l’intermédiaire des α-caténines, ce qui permet de stabiliser l’association des 
jonctions adhérentes au cytosquelette. Steiner et al. ont démontré, sur la lignée immortalisée de 
cellules endothéliales cérébrales de souris bEnd.3, que les protéoglycanes héparanes sulfates 
contribuaient aux propriétés de barrière des jonctions adhérentes, en promouvant la localisation 
des VE-cadhérines et des β-caténines au sein de ces jonctions adhérentes (Steiner et al., 2014). 
Par ailleurs, les VE-cadhérines interagissent avec des protéines de signalisation spécifiques aux 
cellules endothéliales, telles que le récepteur 2 au VEGF ou les protéines de la voie de 
signalisation des phosphotidylinositol-3-kinases (Bazzoni and Dejana, 2004; Ronaldson and 
Davis, 2015). 
 Bien que les VE-cadhérines soient les cadhérines dominantes des jonctions adhérentes, 
ce ne sont pas les seules exprimées par les cellules endothéliales cérébrales. En effet, les N-
cadhérines sont regroupées sur la partie basale des cellules endothéliales, qui est en contact avec 
les astrocytes et les péricytes. Par ailleurs, William et al. ont identifié une région du domaine 
extracellulaire des N-cadhérines qui était responsable de l’activation des récepteurs au FGF 
(fibroblast growth factor). Ces récepteurs sont exprimés par les cellules endothéliales et sont 
capables d’induire la croissance cellulaire, ce qui suggère que ces N-cadhérines pourraient 
moduler l’angiogénèse (Williams et al., 2001).  
 En conclusion, les jonctions adhérentes présentes au sein des cellules endothéliales 
cérébrales sont des structures clés dans le maintien des propriétés spécifiques de ces cellules, 
notamment pour la perméabilité aux molécules inflammatoires.  
 
 Cependant bien qu’une rupture, au sein de ces jonctions adhérentes, peut amener à une 
augmentation de la perméabilité de la BHE, ce sont principalement les jonctions serrées qui 
confèrent une imperméabilité paracellulaire et une forte résistance électrique transendothéliale 
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(TEER) à la BHE (Bazzoni and Dejana, 2004; Hawkins and Davis, 2005). Ces complexes multi-
protéiques sont maintenus, de surcroît, par les astrocytes (Ronaldson and Davis, 2015). 
 
2.2.3. Les jonctions serrées 
 
 Les jonctions serrées, des cellules endothéliales cérébrales, servent d’intermédiaire dans 
l’adhésion et la communication entre des cellules avoisinantes. Plus spécifiquement ces 
jonctions serrées régulent la perméabilité cellulaire et maintiennent la polarité des cellules, en 
distribuant de façon asymétrique les constituants membranaires (Bazzoni and Dejana, 2004; 
Hawkins and Davis, 2005). Physiologiquement, ces jonctions serrées permettent un contact 
intime entre les cellules formant ainsi une barrière continue. Ce contact favorise la régulation 
de l’homéostasie du SNC, en restreignant les voies de diffusion paracellulaire entre les cellules 
endothéliales et les substances présentes dans la circulation sanguine et/ou les cellules 
environnantes, à l’exception des petites molécules ou celles de nature lipidique qui sont solubles 
dans la membrane plasmique des cellules (Ogunshola and Al-Ahmad, 2012). Par ailleurs, ces 
jonctions serrées empêchent la diffusion libre des ions, définissant ainsi une résistance 
électrique transendothéliale (TEER) élevée au sein de la BHE. Cette TEER est considérée 
comme le marqueur le plus sensible de l’étanchéité des jonctions serrées (Wilhelm and Krizbai, 
2014; Ronaldson and Davis, 2015). Enfin, ces jonctions serrées sont formées par un réseau 
dynamique, de protéines interactives, situé sur la surface apicale des cellules endothéliales 
cérébrales (Dyrna et al., 2013). En effet, elles sont constituées principalement par trois types de 
protéines transmembranaires spécifiques (occludines, claudines, JAMs), qui sont liées aux 
filaments de cytosquelette par l’interaction avec des protéines cytoplasmiques (zonula 
occludens, ZOs) (Ronaldson and Davis, 2015). 
 
2.2.3.1. Les occludines  
 
 Les occludines sont des phosphoprotéines, monomériques, de 60 à 65 kDa. Ce sont les 
premières protéines des jonctions serrées à avoir été décrites (Dyrna et al., 2013). Elles sont 
fortement exprimées par les cellules endothéliales des vaisseaux du SNC. Les occludines 
possèdent quatre domaines transmembranaires, trois domaines cytoplasmiques, deux 
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extrémités N- et C-terminales intracellulaires et deux boucles extracellulaires (Figure 6A). Leur 
domaine C-cytoplasmique est impliqué dans l’association des occludines avec le cytosquelette 
grâce aux domaines Guanyl kinase (GK) de certaines protéines cytoplasmiques (ZOs) (Hawkins 
and Davis, 2005). Par ailleurs, les occludines possèdent de nombreux sites de phosphorylation. 
Leur état de phosphorylation semble être impliqué dans l’association à la membrane de la 
cellule, mais également dans la perméabilité des jonctions serrées. En raison de ces nombreux 
sites de phosphorylation, les occludines ont davantage une fonction de contrôle que de 
développement au sein des jonctions serrées (Dyrna et al., 2013). Cependant la phosphorylation 
des résidus sérine/thréonine semble nécessaire à la mise en place des jonctions serrées 
(Sakakibara et al., 1997). Ensuite, les occludines s’assemblent pour former des dimères ou des 
oligomères afin de restreindre la perméabilité paracellulaire, de maintenir la TEER de la BHE 
et de contrôler la formation de pores aqueux. Une altération de l’expression des occludines est 
associée à un dysfonctionnement de la BHE. En effet, une surexpression des occludines conduit 
à une diminution de la perméabilité paracellulaire et à une forte TEER (Persidsky et al., 1997). 
Enfin des études de knockout, et de knockdown, ont indiqué que les occcludines n’étaient pas 
essentielles à la formation des jonctions serrées, malgré le fait qu’une diminution de 
l’expression de cette protéine soit associée à une altération de la BHE dans de nombreux états 
pathologiques (Bolton et al., 1998; Huber et al., 2002; Brown and Davis, 2005). Ceci a été 
confirmé par l’étude de Saitou et al. Néanmoins, ces auteurs ont également montré que ces 
souris déficientes en occludine, présentaient des calcifications au niveau du SNC, ce qui 
pourrait suggérer que les occludines réguleraient spécifiquement le flux de calcium à travers la 
BHE (Saitou et al., 2000). 
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Figure 6 : structure des occludines, claudines et JAMs d’après Schneeberger et al. 
(Schneeberger and Lynch, 2004). (A) Les occludines possèdent quatre domaines transmembranaires, 
trois domaines cytoplasmiques, deux extrémités N- et C-terminales intracellulaires et deux boucles 
extracellulaires. (B) Les claudines sont composées de quatre domaines transmembranaires, deux 
queues N- et C-terminales intracellulaires et deux boucles extracellulaires. (C) Les JAMs sont 
composées d’un unique domaine transmembranaire, deux boucles extracellulaires et d’une queue 
intracellulaire 
 
2.2.3.2. Les claudines 
 
 Les claudines sont des phosphoprotéines, de 20 à 27 kDa, ayant une topographie 
membranaire similaire à celle des occludines. En effet, elles sont composées de quatre domaines 
transmembranaires, de deux queues N- et C-terminales intracellulaires et de deux boucles 
extracellulaires qui permettent de lier les claudines entre elles, afin de former des dimères 
(Figure 6B) (Bazzoni and Dejana, 2004; Dyrna et al., 2013; Ronaldson and Davis, 2015). 
Contrairement aux occludines, les claudines sont essentielles à la formation des jonctions 
serrées. Les auteurs font l’hypothèse que les claudines seraient la structure vitale des jonctions 
serrées, tandis que les occludines apparaitraient plus comme des structures de support (Hawkins 
and Davis, 2005). En effet, les claudines forment des interactions entre les cellules endothéliales 
adjacentes, afin de contribuer à la « fermeture » physiologique de ces jonctions serrées 
(Ronaldson and Davis, 2015). A ce jour, quatre claudines ont été identifiées au sein de la BHE : 
la claudine-1, la claudine-3, la claudine-5 et la claudine-12. Cependant la claudine-5 reste celle 
qui est la plus fortement exprimée par les cellules endothéliales des capillaires cérébraux 
(Bernacki et al., 2008; Ogunshola and Al-Ahmad, 2012). Une augmentation de l’expression de 
claudine-5, par les cellules endothéliales de capillaires cérébraux de rat in vitro, diminue la 
perméabilité de ces cellules (Ohtsuki and Terasaki, 2007). A l’inverse, Nitta et al. ont observé 
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une augmentation de la perméabilité, pour les molécules ayant un poids moléculaire inférieur à 
800 Da, chez des souris knockout pour la claudine-5. Ceci suggère que les claudines-5 sont bien 
impliquées dans l’étanchéité des jonctions serrées, et la mise en place d’une barrière 
paracellulaire (Nitta et al., 2003; Dyrna et al., 2013; Wilhelm and Krizbai, 2014). 
 
2.2.3.3. Les protéines JAMs 
 
 Les protéines JAMs (Junctional adhesion molecules) : sont des glycoprotéines, de poids 
moléculaires avoisinant les 40 kDa, qui appartiennent à la famille des immunoglobulines (Ig). 
Cette famille est composée d’un unique domaine transmembranaire, de deux boucles 
extracellulaires et d’une queue intracellulaire (Figure 6C) (Hawkins and Davis, 2005; Dyrna 
et al., 2013; Wilhelm and Krizbai, 2014). Au sein de la BHE, il existe trois isoformes de 
protéines JAMs : JAM-A, JAM-B et JAM-C (anciennement appelées JAM-1,-2 et -3). Ces 
protéines JAMs sont localisées au niveau des régions de contact des cellules, réduisent les flux 
paracellulaires en favorisant l’adhésion intercellulaire, et permettent la migration 
transendothéliale des leucocytes à travers la BHE (Bazzoni and Dejana, 2004; Hawkins and 
Davis, 2005; Ogunshola and Al-Ahmad, 2012). La protéine la plus étudiée est JAM-A, qui au 
sein des cellules endothéliales cérébrales, participe à la formation des jonctions serrées et 
intervient dans la perméabilité paracellulaire (Wilhelm and Krizbai, 2014). Une perte 
d’expression de la protéine JAM-A, est directement corrélée à une rupture de la BHE. En effet 
des études, sur la lignée immortalisée de cellules endothéliales cérébrales humaines 
(hCMEC/d3), ont montré qu’une stimulation inflammatoire conduisait à une augmentation de 
la diffusion paracellulaire, qui était corrélée à une dissociation de la protéine JAM-A des 
jonctions serrées (Haarmann et al., 2010). Ces résultats ont permis de conclure sur le rôle des 
protéines JAMs, et plus particulièrement la protéine JAM-A, dans le maintien de l’intégrité de 
la BHE. 
 
 Pour le bon fonctionnement physiologique de la BHE, la restriction du transport 
paracellulaire des solutés, nécessite l’association des protéines JAMs, occludines et claudines, 
avec des protéines présentes dans le cytoplasme des cellules endothéliales cérébrales. Ces 
protéines cytoplasmiques incluent les protéines zonula occludens, les cingulines, les protéines 
AF-6 et les protéines 7H6. 
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2.2.3.4. Les protéines cytoplasmiques 
 
 Les protéines zonula occludens (ZOs) : appartiennent à la famille des protéines 
MAGUK (membrane-associated guanylate kinase-like) qui sont impliquées dans le 
regroupement des complexes protéiques des jonctions serrées, à la membrane des cellules. Ces 
protéines sont composées de trois domaines PDZ (post synaptic density protein, Drosophilia 
disc large tumor suppressor, ZO-1 protein), d’un domaine GK (Guanyl Kinase-like) et d’un 
domaine SH3 (SRC Homology 3) (Bernacki et al., 2008). Ce dernier domaine est important 
pour les signaux de transduction (Dyrna et al., 2013). Au niveau des complexes protéiques des 
cellules endothéliales, trois protéines MAGUK ont été identifiées : ZO-1, ZO-2 et ZO-3. La 
protéine ZO-1 est une phosphoprotéine cytoplasmique, de 220 kDa fortement exprimée par les 
cellules endothéliales de la BHE, qui interagit avec les protéines transmembranaires des 
jonctions serrées, afin de les lier à l’actine du cytosquelette. En effet, l’interaction de la protéine 
ZO-1 avec les claudines se fait par l’intermédiaire de son domaine PDZ-1, qui se lie directement 
à l’extrémité C-terminale des claudines. Les occludines interagissent avec le domaine GK de 
ZO-1. Enfin les protéines JAMs s’associent à ZO-1 au niveau des domaines PDZ-2 et PDZ-3 
(Dyrna et al., 2013). La connexion au cytosquelette se fait ensuite grâce à l’interaction des 
terminaisons C-terminales de ZO-1 avec l’actine (Bernacki et al., 2008). Cette association avec 
le cytosquelette est nécessaire pour la stabilité et la fonction des jonctions serrées. En effet une 
dissociation de la protéine ZO-1, du complexe protéique des jonctions serrées, est souvent 
associée à une augmentation de la perméabilité membranaire (Abbruscato and Davis, 1999). 
Par ailleurs, la protéine ZO-1 jouerait également un rôle de messager, afin de communiquer 
l’état des jonctions serrées à l’intérieur de la cellule, et réciproquement (Hawkins and Davis, 
2005). De plus plusieurs pathologies du SNC, associées à un stress oxydatif, sont corrélées à 
une altération de l’expression de la protéine ZO-1 au sein du complexe jonctionnel, amenant à 
une rupture de la BHE (Jiao et al., 2011). Enfin, en plus de son association avec les jonctions 
serrées, la protéine ZO-1 interagit avec les jonctions adhérentes et les jonctions communicantes 
(Hawkins and Davis, 2005). La protéine ZO-2 est une phosphoprotéine cytoplasmique, de 160 
kDa, qui possède une forte homologie avec la protéine ZO-1. Elle est également exprimée par 
les cellules endothéliales de la BHE, mais sa fonction est bien moins connue que celle de la 
protéine ZO-1. Cependant elle interviendrait comme constituant des jonctions serrées, en 
interagissant avec l’actine, mais elle serait également impliquée dans la signalisation de facteurs 
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de transcription (Dyrna et al., 2013). La dernière protéine MAGUK exprimée par les cellules 
endothéliales est la protéine ZO-3. C’est une phosphoprotéine, de 130 kDa, mais son rôle au 
sein de la BHE n’est pas encore bien décrit (Inoko et al., 2003). 
 
 Les protéines cingulines sont des phosphoprotéines, de 140 à 160 kDa, localisées dans 
le cytoplasme. Elles sont associées aux protéines ZO-1, aux myosines et aux protéines AF-6. 
Cette interaction amplifie le caractère d’échafaudage entre les protéines transmembranaires et 
le cytosquelette, par l’intermédiaire de forces de transduction (Bernacki et al., 2008). 
 
 Les protéines AF-6 sont des protéines cytoplasmiques, de 180 kDa, qui sont associées 
aux protéines ZO-1. Cette interaction est inhibée par l’activation d’une voie de signalisation, 
qui est la voie des Ras-kinases (Hawkins and Davis, 2005). 
 
 Les protéines 7H6 sont des phosphoprotéines cytoplasmiques de 155 kDa. Elles sont 
corrélées à l’imperméabilité des jonctions serrées aux ions et aux grosses molécules. Sa fonction 
est encore mal décrite. Cependant, la protéine 7H6 se détache des jonctions serrées lorsque le 
niveau d’ATP chute, entrainant ainsi une augmentation de la perméabilité paracellulaire 
(Bernacki et al., 2008). 
 
 En conclusion les cellules endothéliales cérébrales sont équipées de complexes 
jonctionnels qui permettent la régulation de la perméabilité cellulaire. Le réseau des jonctions 
permet de faire de la BHE, une structure dynamique capable de répondre aux stimuli de 
l’environnement. Cependant la restriction du passage des composés du sang au compartiment 
cérébral, rend difficile l’approvisionnement en nutriments, vitaux, pour le cerveau. Ces apports 
vont être assurés par des transporteurs, le plus souvent spécifiques, à travers la BHE. 
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2.3. Une barrière physiologique 
 
 La fonction principale de la BHE est de maintenir l’homéostasie cérébrale grâce à des 
mécanismes spécifiques par lesquels les solutés se déplacent à travers les membranes. Ceux-ci 
vont traverser la BHE soit par voie paracellulaire entre deux cellules adjacentes, soit par voie 
transcellulaire à travers la cellule (Bernacki et al., 2008). Cependant, la majorité des solutés 
(nutriments, ions, hormones…) franchissent cette barrière par la voie transcellulaire selon des 
phénomènes de diffusion et de transcytose. 
 
2.3.1. Le transport paracellulaire au sein de la BHE 
 
 Le transport paracellulaire est un processus passif reposant sur des gradients 
électrochimiques, hydrostatiques et osmotiques. Cette voie paracellulaire est caractérisée par 
une conductance élevée et une faible sélectivité. Ceci est dû aux protéines des jonctions serrées, 
qui restreignent le mouvement des petits ions, comme les ions sodium et chlore, et en limitant 
le passage des grosses molécules et des protéines (Abbott et al., 2010). Cependant, cette voie 
paracellulaire permet le passage des molécules d’eau et des petits solutés hydrophiles, grâce à 
l’ouverture et/ou le réarrangement de ces jonctions serrées (Abbott, 2013). 
 
2.3.2. Le transport transcellulaire 
 
 En raison de la forte restriction de la voie paracellulaire, par les jonctions serrées des 
cellules endothéliales, les solutés traversent la BHE en empruntant le passage transcellulaire. 
Certaines molécules peuvent diffuser librement à travers cette barrière selon un processus de 
diffusion passive. Cependant, la plupart des molécules vont utiliser des protéines de transport, 
plus ou moins spécifiques, ou des mécanismes de transport vésiculaire (transcytose). Ces 
différentes voies de transport vont permettre les échanges, qui sont nécessaires, entre les 
compartiments sanguin et cérébral (Figure 7). 
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Figure 7 : Schéma illustrant les différents mécanismes de transport présents au sein de la 
barrière hémato-encéphalique (Abbott et al., 2006). Les jonctions serrées limitant fortement la voie 
paracellulaire, les molécules vont emprunter le passage transcellulaire. Si elles ne peuvent pas 
traverser librement par diffusion passive, ces molécules vont avoir recours à des protéines de transport 
ou à des transports vésiculaires. 
 
2.3.2.1. La diffusion passive 
 
 La diffusion passive est un processus qui permet à une molécule de traverser librement 
une membrane cellulaire, selon son gradient de concentration, c'est-à-dire de la zone où elle est 
le plus concentrée vers celle où elle est le moins concentrée. Ce mécanisme se déroule sans 
apport d’énergie (sous forme d’ATP) ou sans l’intervention de transporteurs. Seules des 
molécules lipophiles (solubles dans les lipides), ainsi que les molécules gazeuses comme le 
dioxygène ou le dioxyde de carbone, peuvent diffuser librement à travers la BHE (Abbott et al., 
2010). Leur passage se fait alors uniquement selon leur gradient de concentration entre le sang 
et le compartiment cérébral. Par exemple, le dioxygène va entrer dans le cerveau pour répondre 
à ses besoins, tandis que le dioxyde de carbone est relâché dans la circulation sanguine. 
Cependant certaines molécules lipophiles, en raison de leurs propriétés, interviennent comme 
substrats des pompes d’efflux (qui seront décrites ultérieurement) et sont donc effluées vers le 
sang. 
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2.3.2.2. Le transport de nutriments par diffusion facilitée 
 
 La diffusion facilitée est un mécanisme qui permet le transport de solutés à travers la 
BHE, selon leur gradient de concentration et sans apport d’énergie. Contrairement à la diffusion 
passive, ce type de diffusion fait intervenir des protéines, appelées transporteurs, qui vont 
faciliter le passage des solutés. Ce mécanisme passif est saturable lorsque les concentrations en 
solutés excèdent la capacité de fixation du transporteur. Au sein de la BHE, une variété de 
transporteurs facilite le passage des nutriments nécessaire au métabolisme tels que le glucose 
ou les acides aminés (Daneman and Prat, 2015). 
 
 Le transport du glucose est essentiel au cerveau, puisque ce dernier représente sa 
principale source d’énergie. Cet hexose passe du sang au cerveau par l’intermédiaire de 
transporteurs spécifiques indépendant au sodium, appartenant à la famille des transporteurs 
GLUTs. Les cellules de la BHE expriment fortement le transporteur GLUT-1, protéine de 45 
kDa (Bernacki et al., 2008). Ce dernier facilite le passage du D-glucose, mais également celui 
d’autres hexoses comme le D-galactose. Le transporteur GLUT-1 est localisé sur les deux 
surfaces (luminale et abluminale) de la BHE, mais de façon asymétrique. En effet, 44% des 
transporteurs GLUT-1 sont exprimés sur la surface abluminale (côté cerveau) contre seulement 
11% sur la partie luminale (côté sang) (Simpson et al., 2007). Ces transporteurs de glucose sont 
vitaux au fonctionnement cérébral. En effet, une déficience en transporteur GLUT-1 entraine 
une diminution d’entrée du glucose dans le cerveau, une réduction du flux sanguin cérébral et 
une augmentation de la perméabilité de la BHE. Par conséquent, une perte de ces transporteurs 
GLUT-1 impacte l’intégrité de la BHE et peut conduire à des troubles neurodégénératifs 
(Keaney and Campbell, 2015). 
 
 Le transport des acides aminés est vital au fonctionnement du SNC puisque ceux-ci 
sont essentiels à la synthèse des protéines cérébrales et à la production des neurotransmetteurs. 
Bien que le glutamate et l’aspartate soient synthétisés par le cerveau, la majorité des acides 
aminés nécessaires au SNC n’est pas produite de façon autonome par ce dernier. Par conséquent 
l’apport des acides aminés essentiels aux besoins métaboliques se fait par la circulation 
sanguine. Ces acides aminés vont entrer dans le cerveau grâce à des transporteurs. Ils sont 
classés en deux groupes et sont localisés à la surface des membranes des cellules endothéliales 
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cérébrales. Le premier groupe est un système de transport facilité indépendant des ions sodium, 
situé sur les membranes luminale et abluminale des cellules. Le second groupe est caractérisé 
par sa dépendance aux ions sodium et les transporteurs sont localisés exclusivement sur la 
membrane abluminale des cellules endothéliales de la BHE (O’Kane et al., 2006). 
 
 Le transport des acides monocarboxyliques se fait par l’intermédiaire des 
transporteurs MCT-1 (monocarboxylate transporter-1). Ces transporteurs sont exprimés à la 
surface des deux membranes des cellules endothéliales. Ils participent notamment au transport 
du lactate et des corps cétoniques. Ces substrats constituent une source d’énergie 
supplémentaire pour le cerveau notamment lors des périodes de jeûne (Simpson et al., 2007; 
Bernacki et al., 2008). 
 
2.3.2.3. La transcytose 
 
 Les peptides, les protéines ou les molécules ayant un fort poids moléculaire 
(macromolécules) ne peuvent pas entrer dans le cerveau en raison des jonctions serrées, 
présentes dans la BHE, qui freinent leur passage. Leur entrée se fait par l’intermédiaire d’un 
processus de transport vésiculaire. Deux types de transcytose sont décrits : la transcytose par 
absorption et la transcytose spécifique dépendant de récepteurs. 
 
 La transcytose par adsorption : ce processus nécessite que la molécule, à transporter, 
présente un excès de charges positives, ce qui la rend cationique. Cette caractéristique va 
permettre l’interaction, électrostatique, avec la surface membranaire des cellules endothéliales, 
qui est chargée négativement. Ceci va entrainer une endocytose qui sera ensuite suivie d’une 
transcytose jusqu’à la membrane cellulaire opposée (Brightman and Reese, 1969; Abbott et al., 
2010). C’est un transport qui est non spécifique (Figure 7e). 
 
 La transcytose dépendante de récepteurs : la macromolécule va se lier 
spécifiquement à son récepteur, qui est présent sur la membrane des cellules endothéliales. Les 
complexes récepteur/ligand se concentrent sur une zone de la membrane plasmique. Celle-ci va 
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s’invaginer pour former des vésicules (les calvéoles). Ces vésicules sont internalisées et 
traversent le cytoplasme de la cellule endothéliale. Puis elles vont fusionner avec la membrane 
plasmique opposée (Figure 7d). Cette fusion entraine la libération du ligand dans le milieu 
extracellulaire (Abbott et al., 2010). Ce type de transcytose utilise des récepteurs ce qui en fait 
un transport très spécifique. 
 
 Dans les deux types de transcytose, pour que le processus soit efficace, c'est-à-dire que 
le ligand soit intact lors de sa libération, le cheminement vésiculaire doit contourner les 
lysosomes afin d’empêcher la dégradation de la macromolécule. Cette voie de contournement 
semble être une propriété des cellules endothéliales de la BHE (Abbott et al., 2010). 
 
 La microscopie électronique a révélé un faible taux de vésicules endocytiques au niveau 
du cytoplasme des cellules endothéliales de la BHE. Par conséquent le transport des 
macromolécules par transcytose serait réduit au sein de la BHE. Cependant le nombre de 
vésicules endocytiques augmenteraient lors d’évènement hypoxique (Keller, 2013) ou lors de 
blessures cérébrales (Daneman and Prat, 2015). 
 
 Enfin, la BHE possède un dernier système de protection, qui va restreindre l’entrée de 
composés dans le cerveau, outre les complexes jonctionnels décrits précédemment. Ce système 
est présent au sein des cellules endothéliales, et assure des propriétés métaboliques. 
 
2.4. Une barrière métabolique 
 
 La BHE peut également être considérée comme une barrière métabolique en raison de 
la présence de plusieurs enzymes spécifiques et de pompes d’efflux (Bernacki et al., 2008). Les 
cellules endothéliales et les astrocytes possèdent des enzymes intra et extracellulaires qui 
permettent de métaboliser et d’éliminer des xénobiotiques (substances présentes dans 
l’organisme mais qui lui est étranger). Par ailleurs, le transport de ces composés, en dehors de 
la cellule, est assuré par des systèmes de pompes d’efflux tels que la protéine P-glycoprotéine 
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(Pgp), la famille des protéines « multidrug resistance-associated protein » (MRP) ainsi que la 
protéine « breast cancer resistance protein » (BCRP). 
 
2.4.1. Les enzymes 
 
 Plusieurs enzymes métaboliques sont exprimées au sein des cellules endothéliales 
cérébrales. Les enzymes qui participent principalement aux propriétés de barrière métabolique 
sont l’enzyme phosphatase alcaline (ALP), l’enzyme monoamine oxydase (MAO) et l’enzyme 
γ-glutamyl transpeptidase (γ-GT) (Wilhelm et al., 2011). 
 
 L’enzyme phosphatase alcaline est présente dans beaucoup de tissus et est responsable 
de l’hydrolyse de métabolites phosphorylés. Elle contrôle également le transport d’esters de 
phosphate ainsi que des ions phosphatés. L’enzyme phosphatase alcaline est fortement 
exprimée par les cellules endothéliales cérébrales (Meyer et al., 1990). 
 
 Les enzymes monoamines oxydases sont issues des mitochondries et sont présentes au 
sein des tissus cérébraux. Elles sont responsables de la dégradation de neurotransmetteurs de 
type monoaminergiques tels que la dopamine, la sérotonine, l’adrénaline et la noradrénaline, 
libérés par les neurones. Par ailleurs, elles limitent le passage transcellulaire de leurs 
précurseurs du sang au cerveau (Lai et al., 1975). 
 
 L’enzyme γ-glutamyl transpeptidase (γ-GT) est  caractéristique de la BHE. Elle 
assure la catalyse du transfert de résidus γ-glutamyl d’un peptide donneur, le plus souvent le 
glutathion, à un peptide receveur (Orlowski et al., 1974). Elle intervient également dans le 
transport de certains acides aminés à travers la BHE. Cependant l’enzyme γ-GT n’est pas 
spécifique des cellules endothéliales cérébrales puisqu’elle est également localisée au niveau 
des péricytes (Frey et al., 1991). Enfin l’enzyme γ-GT semble avoir des propriétés 
neuroprotectrices car son activité empêche l’invasion des leucotriènes C4 dans le cerveau 
(Black et al., 1994). 
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 Il existe d’autres enzymes qui participent à la fonction de détoxification de la BHE. Elles 
incluent les hémoprotéines cytochrome P450, les cytochromes P450 monoxygénases, les 
NADPH-cytochrome P450 réductases, les glutathion péroxidases (GSH) et les époxides 
hydrolases. Ces enzymes sont surtout exprimées au niveau du plexus choroïde mais elles sont 
responsables, au sein de la BHE, de la dégradation de certains xénobiotiques (Lee et al., 2001). 
 
 L’endothélium de la BHE, en plus de ces enzymes, possède une protection 
supplémentaire vis-à-vis de l’environnement cérébral, grâce à l’expression de pompes d’efflux 
membranaires. Les enzymes et les pompes d’efflux vont agir, de façon complémentaire, pour 
limiter le passage de nombreux composés (Lee et al., 2001). 
 
2.4.2. Les pompes d’efflux 
 
 Les pompes d’efflux sont des protéines membranaires qui utilisent l’hydrolyse de 
l’ATP pour transporter des molécules endogènes et exogènes. Ces pompes sont fortement 
exprimées à la surface luminale des cellules endothéliales de la BHE. Elles assurent la 
protection ainsi que la détoxification du SNC, en facilitant l’efflux des molécules pouvant être 
potentiellement toxiques pour le cerveau (Daneman and Prat, 2015). Il existe plusieurs familles 
et sous-familles de ces pompes d’efflux. La famille des transporteurs ATP-binding cassette 
(ABC) est la plus importante, et est représentée par les protéines « multidrug resistance 
proteins » (MDRs), la protéine « breast cancer resistance protein » (BCRP) et les protéines 
« multidrug resistance associated proteins » (MRPs) qui appartiennent à une sous-famille des 
protéines MDRs, au sein de la BHE. Par ailleurs, leurs activités réduisent considérablement le 
passage de nombreux médicaments dans le cerveau (Ronaldson and Davis, 2015). 
 
2.4.2.1. Les pompes d’efflux de la famille ABC 
 
 Chez l’homme, les transporteurs ABC sont codés par quarante huit gènes. Cette 
famille est classée en sept sous-familles (Ronaldson and Davis, 2015). Ces pompes d’efflux 
permettent le passage des composés à travers la membrane de leurs cellules contre leur gradient 
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de concentration, en utilisant l’énergie libérée par l’hydrolyse de l’ATP. La majorité de ces 
transporteurs sont des protéines transmembranaires composées de quatre domaines essentiels : 
- deux domaines cytosoliques appelés « nucleotide binding domains » (NBDs). C’est au niveau 
de ces domaines que se déroule l’hydrolyse de l’ATP nécessaire au transport du composé. 
- deux domaines transmembranaires appelés « transmembrane proteins » (TMDs). Chacun de 
ces domaines est constitué de six hélices α. Ces TMDs forment un pore par lequel le composé 
va pouvoir traverser. Ce sont également des domaines qui vont conférer une spécificité aux 
transporteurs pour les composés qui sont appelés substrats (Dean et al., 2001; Vasiliou et al., 
2009). 
 
 Le transport par ces pompes d’efflux repose sur la fixation du substrat sur les 
domaines TMDs. Cette liaison va stimuler les sites d’ATP, présents au sein des domaines 
NBDs, permettant ainsi le passage du substrat, soit à l’intérieur soit à l’extérieur, de la cellule 
(Linton and Higgins, 2007). 
 
 Au sein du cerveau, les cellules expriment majoritairement la protéine « multidrug 
resistance protein-1 » (ou P-glycoprotéine), les protéines « multidrug resistance-associated 
proteins » et la protéine « breast cancer resistance protein » (BCRP) (Bernacki et al., 2008).  
 
2.4.2.1.1. La protéine « multidrug resistance protein-1 » ou P-
glycoprotéine:  
 
 En 1976, des chercheurs canadiens ont associé le phénotype de tumeurs multi-
résistantes aux médicaments, à une protéine qu’ils ont appelé la protéine P-glycoprotéine (Pgp) 
(Juliano and Ling, 1976). Cette protéine Pgp est une glycoprotéine phosphorylée 
transmembranaire de 170 kDa. Il existe deux types de protéine Pgp chez l’Homme. Tout 
d’abord, la protéine Pgp de type I (protéine Pgp exprimée au sein de la BHE) est codée par le 
gène MDR1, elle est responsable du caractère de résistance aux médicaments et des mécanismes 
d’efflux des composés au sein de la BHE. Ensuite la deuxième protéine Pgp, dites de type II, 
est codée par le gène MDR2 et est exprimée exclusivement par les hépatocytes ; elle agit comme 
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une translocase de phosphatidylcholine. Chez les rongeurs, la protéine Pgp de type I est codée 
par deux gènes : mdr1a et mdr1b, qui sont exprimés respectivement au niveau des capillaires 
cérébraux et du parenchyme cérébral (Bernacki et al., 2008).  
 
 La microscopique électronique a permis de montrer que la protéine Pgp est un 
polipeptide simple, de 1280 acides aminés (Jagodinsky and Akgun, 2015), composé de douze 
domaines TMHs (Transmembrane helices) associés étroitement à deux domaines NBDs 
(Figure 8). 
 
 
Figure 8 : structure de la protéine Pgp d'après Sharom et al. (Sharom, 2011). La protéine Pgp est 
formée de douze domaines TMHs (6 du côté extracellulaire et 6 du côté cytoplasmique) 
 
 Les domaines NBDs sont caractérisés par deux motifs structuraux : Walker A et B. Au 
niveau du motif Walker A, un résidu cystéine est directement impliqué dans la liaison du bêta 
phosphate de l’ATP tandis qu’au sein du motif Walker B, un résidu aspartate va permettre la 
liaison des ions magnésium nécessaires à l’utilisation de l’ATP (Jagodinsky and Akgun, 
2015). 
 
 La protéine Pgp est exprimée dans de nombreux tissus sains tels que les intestins, les 
reins ou le placenta (Sharom, 2011). De plus cette glycoprotéine est la première pompe d’efflux, 
de la famille des transporteurs ABC, à avoir été localisée à la surface des cellules endothéliales 
de la BHE humaine (Cordon-Cardo et al., 1989). En effet, au sein de cette barrière, la protéine 
Pgp est principalement exprimée sur les membranes luminales (apicales) des cellules 
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endothéliales microvasculaires cérébrales. Cette localisation apicale va permettre de limiter la 
diffusion des molécules du sang vers le cytoplasme des cellules endothéliales, et a fortiori, vers 
le tissu cérébral. Ceci a pour conséquences de limiter la pénétration des substrats dans le cerveau 
et ainsi moduler leur efficacité et leur toxicité vis-à-vis du SNC (Fang et al., 2013; Chen et al., 
2014). De plus, la protéine Pgp serait également responsable de l’expulsion de substances 
endogènes hors du cerveau telles que les opioïdes (Felix and Barrand, 2002). Cependant des 
chercheurs ont montré que les membranes des cellules endothéliales (Bendayan et al., 2006) 
ainsi que les pieds astrocytaires de la BHE (Golden and Pardridge, 1999), exprimaient 
également cette protéine Pgp. 
 
 La protéine Pgp possède deux modes d’action pour transporter ses substrats : un 
mécanisme de pompe d’efflux par translocase et un mécanisme d’efflux par flippase 
(Jagodinsky and Akgun, 2015). Tout d’abord, le mécanisme de pompe d’efflux par translocase, 
transport principal de la protéine Pgp et employé au sein de la BHE, fait intervenir deux 
conformations de la protéine Pgp : une conformation avec le site de fixation du substrat tourné 
vers l’intérieur de la cellule, et une conformation avec le site de fixation tourné du côté 
extracellulaire. Les substrats, étant pour la plupart de nature hydrophobe, vont entrer dans la 
cellule par diffusion passive, en raison de leur meilleure solubilité dans la bicouche 
phospholipidique de la membrane plasmique. Ensuite, le changement de conformation de la 
protéine Pgp, permettant le passage d’une configuration à l’autre, est induit à la fois par la 
fixation du substrat et l’hydrolyse de l’ATP, et conduit à relâcher le substrat dans le milieu 
extracellulaire (Figure 9).  
 
 50 
 
Figure 9 : Mécanisme d'action par translocase pour l'expulsion des substrats par la protéine Pgp 
(Johnstone et al., 2000). Les substrats de la pompe d’efflux Pgp (en vert) vont diffuser à travers la 
membrane plasmique puis sont relargués hors de la cellule par un mécanisme ATP-dépendant. 
 
 
Les hélices transmembranaires (TMHs) sont riches en composés aromatiques, qui vont 
intervenir dans la fixation et le transport des médicaments. Par ailleurs, ces TMHs semblent 
assurer la flexibilité conformationnelle nécessaire à l’adaptation de la protéine Pgp à de 
nombreux substrats, de nature hydrophobe, de tailles et de structures différentes (Sharom, 
2011). 
 
 De plus, la protéine Pgp peut également transporter ses substrats par une flippase, en les 
faisant passer d’une face à l’autre de la membrane par un mouvement de flip-flop (Johnstone et 
al., 2000) (Figure 10). En effet, les substrats présents de chaque côté de la membrane plasmique 
sont en équilibre dans le milieu aqueux, et vont générer ainsi un gradient de concentration à 
travers cette membrane. 
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Figure 10 : mécanisme d'action de flippase par la protéine Pgp pour transporter ses substrats 
(Johnstone et al., 2000). Les substrats (en vert) interagissent d’abord avec la membrane plasmique, 
puis sont pris en charge par la protéine Pgp et transportés à l’extérieur de la cellule. Les substrats, qui 
sont intercalés dans la bicouche phospholipidique, sont relargués dans le milieu extracellulaire par un 
mouvement de flip-flop. Il faut noter que le transport des substrats entre les faces de la membrane est 
relativement rapide, tandis que leur passage, de l’extérieur au cytosol, est un processus beaucoup plus 
lent. 
 
 La protéine Pgp peut être stimulée par une large gamme de substrats, qui diffèrent par 
leur nature, leur structure ou leur action pharmacologique. Depuis l’identification de la protéine 
Pgp, plus d’une centaine de substrats ont été répertoriés. En effet, ces substrats peuvent êtres 
des composés naturels, des médicaments chimiothérapeutiques, des hormones stéroïdes, des 
sondes fluorescentes ou des ionophores. La table 1 résume, de façon non exhaustive, les 
différentes catégories de substrats de Pgp. 
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Catégories Composés 
Médicaments anti-cancéreux Anthracyclines : doxorubicine, daunorubicine 
 Camptothécines : topotécane 
 
Epipodophyllotoxines : étoposides, 
téniposides 
  Taxanes : docetaxel, paclitaxel 
Inhibiteurs de tyrosine kinase Imatinib mesylate 
  Gefitinib 
Produits naturels Flavonoïdes 
 Curcuminoïdes 
 Colchicine 
  Actinomycine D 
Sondes fluorescentes Rhodamine 123 
 Hoechst 33342 
  Calcéine acetoxymethylester 
Hormones stéroïdes Aldostérone 
 Corticostérone 
  Dexamethasone 
Pesticides Methylparathion 
  Endosulfan 
Anti-epileptiques Topiramate 
 
Tableau 1 : Substrats de la protéine Pgp d’après Sharom et al. (Sharom, 2011). 
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 Ces substrats sont des composés neutres ou cationiques (Ronaldson and Davis, 2015). 
En effet, Pgp transporte des substrats de nature amphiphile ou hydrophobe qui comportent 
souvent des cycles aromatiques et un atome d’azote chargé positivement (Sharom, 2011).  
 Il existe un second groupe de composés, qui interagissent avec la protéine Pgp, ce sont 
les inhibiteurs. Ces molécules sont capables d’annuler l’action de la protéine Pgp, de différentes 
façons en influant sur la capacité de celle-ci à expulser les composés. Ces inhibiteurs, comme 
les substrats, possèdent des structures différentes. La table 2 résume de façon assez brève les 
diverses catégories d’inhibiteurs. 
 
Catégories Composés 
1ère génération Verapamil 
 Cyclosporin A 
  Tamoxifen 
2nde génération PSC-833 (Valspodar) 
  VX-710 (Biricodar) 
3ème génération LY335979 (Zosuquidar) 
 OC144-093 (Ontogen) 
 XR9576 (Taraquidar) 
  GF120918 (Elacridar) 
Autres Curcuminoïdes 
 Flavonoïdes 
 Disulfirame 
 Cremaphore EL 
 Nonidet P40 
  Alcool benzylé 
 
Tableau 2 : Inhibiteurs de la protéine Pgp d’après Sharom et al. (Sharom, 2011). 
 
 54 
Certains de ces inhibiteurs vont être transportés et induire une inhibition compétitive, 
comme la cyclosporine A, tandis que d’autres vont se lier au site de fixation du substrat pendant 
une certaine période sans être transporter. Dans certains cas, les inhibiteurs vont interagir avec 
les domaines NBDs, interférant ainsi avec l’hydrolyse de l’ATP (hormones stéroïdes, par 
exemple) (Sharom, 2011). 
 Les inhibiteurs peuvent être utiles afin d’augmenter la capacité d’administration de 
médicaments thérapeutiques, notamment dans le cerveau, ce qui est souhaitable lors des 
traitements des cancers, des maladies d’Alzheimer et de Parkinson… Cependant la nature poly-
spécifique des sites de liaison, présents au sein de la protéine Pgp, ainsi que leur capacité à fixer 
plusieurs substrats en même temps, rend la conception d’inhibiteurs à haute affinité très difficile 
(Sharom, 2011). 
 
 Enfin, une étude sur des souris déficientes en protéine Pgp, a révélé que la pénétration 
de ses substrats, dans le cerveau, pouvait être augmentée de dix à cent fois. Cette pénétration 
accrue peut entrainer, dans certains cas, des conséquences dramatiques du fait de leur toxicité. 
Ces résultats démontrent ainsi le rôle majeur de cette pompe d’efflux dans la protection du SNC 
(Schinkel and Jonker, 2003). Cependant, la protéine P-glycoprotéine est altérée dans de 
nombreuses pathologies. En effet, l’augmentation de l’expression et/ou de l’activité de la 
protéine Pgp a été observée dans les microvaisseaux de l’hippocampe, isolés chez des rats 
hypertendus sujet à des AVC (Ueno et al., 2009) et dans les microvaisseaux cérébraux prélevés 
chez des rats Sprague-Dawley sujets à des douleurs inflammatoires (McCaffrey et al., 2012). 
Par ailleurs l’hypoxie serait un facteur de surexpression de la protéine P-glycoprotéine (Xiao-
Dong et al., 2008; Fang et al., 2013). 
 
2.4.2.1.2. Les protéines « multidrug resistance-associated proteins » 
ou MRPs 
 
 Les protéines « multidrug resistance-associated proteins » (ou la sous-famille ABCC), 
sont constituées de treize membres dont un canal ionique, deux récepteurs présents à la surface 
des cellules et d’une protéine tronquée qui n’intervient pas dans le transport (Haimeur et al., 
2004). Ces quatre protéines ne possèdent pas la capacité d’effluer des substances et par 
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conséquent elles ne seront pas décrites dans ce paragraphe. Par ailleurs, cette sous-famille 
possède neuf membres (MRP1 à MRP9) qui jouent le rôle de pompes d’efflux. Ces neuf 
protéines MRPs peuvent être classées en deux groupes selon leur topologie membranaire (Kruh 
and Belinsky, 2003) (Figure 11) : 
- les protéines MRPs dits “longs” (MRP-1, MRP-3, MRP-6 et MRP-7), ces protéines possèdent 
trois domaines transmembranaires (TMD0, TMD1, TMD2), deux domaines NBDs (NBD1 et 
NBD2) dont le premier est situé entre TMD1 et TMD2 tandis que le deuxième est localisé entre 
TMD2 et l’extrémité C-terminale. Leur structure se distingue de celle de la protéine Pgp par la 
présence d’une boucle intracyctoplasmique (L0), située à l’extrémité amino-terminale, qui est 
essentielle pour le fonctionnement des protéines (Bakos et al., 1998). 
- les protéines MRPs dits “courts” (MRP-4, MRP-5, MRP-6 et MRP-9) : ces protéines 
possèdent la même structure que les MRPs décrits précédemment, à l’exception du domaine 
transmembranaire TMD0 qui n’est pas présent. 
 
 
Figure 11 : Topologie membranaire des protéines MRPs d’après Dallas et al. (Dallas et al., 
2006). MRP-1, MRP-2, MRP-3, MRP-6 et MRP-7 sont composées de trois domaines 
transmembranaires (TMD0, TMD1 et TMD2) et de deux domaines NBDs (représentés par les cercles 
gris). TMD0 et TMD1 sont reliés par une boucle intracytoplasmique (Lo). MRP-4, MRP-5, MRP-8 et 
MRP9 sont constituées seulement par les domaines TMD1 et TMD2, reliés par L0, ainsi que des deux 
domaines NBDs. 
 
 Ces protéines MRPs transportent des anions organiques ainsi que des métabolites 
sulfatés, des glucuronidés ou des conjugués du glutathion (Ronaldson and Davis, 2015), mais 
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peuvent également prendre en charge des médicaments organiques neutres (Haimeur et al., 
2004). Cette sous-famille possède des substrats qui diffèrent de ceux de la protéine Pgp. 
Toutefois, il existe des substrats qui sont pris en charge à la fois par les protéines MRPs et par 
la protéine Pgp (Seelig et al., 2000). A l’instar de la protéine Pgp, les protéines MRPs sont 
localisées dans de nombreux tissus sains tels que la BHE ou la barrière hémato-méningée (Borst 
et al., 2000). Certaines protéines MRPs, sont exprimées à la surface apicale des membranes 
cellulaires des tissus, ce qui reste la localisation adéquate pour le rôle cytoprotecteur des 
pompes d’efflux, tandis que d’autres protéines MRPs, sont situées à la surface basale des 
membranes cellulaires (Schinkel and Jonker, 2003). Les analyses de l’ARNm ont montré un 
fort taux de protéine MRP-1 au niveau des cellules endothéliales des capillaires cérébraux 
humains, et un faible taux des protéines MRP-2,-3-5 (Dombrowski et al., 2001). Or, la 
microscopie à fluorescence a révélé un fort taux d’expression des protéines MRP-1, -4 et -5, 
aucun signal n’a pu être détecté pour les protéines MRP-2, -3 et -6 (Nies et al., 2004). Pris 
ensemble ces résultats suggèrent, selon que l’expression soit étudiée au niveau de l’ARNm ou 
de la protéine, que six protéines MRPs seraient exprimées au sein de la BHE. Cependant 
l’influence des protéines MRPs sur la BHE, et notamment sur sa perméabilité, dépendrait de 
leur localisation sur les membranes des cellules endothéliales cérébrales. En effet, seules les 
protéines MRPs situées sur la surface apicale, de la membrane plasmique, restreindraient 
l’accès des substrats au cerveau. La microscopie confocale a permis de mettre en évidence trois 
protéines MRPs sur les membranes luminales des cellules endothéliales cérébrales, qui sont les 
MRP-1, -4 et -5. 
 
 La protéine MRP-1 : a été le premier membre découvert, en 1992, dans des cellules 
cancéreuses (Cole et al., 1992). Les cellules qui expriment la protéine MRP-1 possèdent des 
propriétés de résistance contre des produits naturels ou des molécules anticancéreuses telles que 
les vinca alkaloïdes, les anthracyclines ou les epipodophyllotoxines (Cole et al., 1994; 
Breuninger et al., 1995). A l’inverse de la protéine Pgp, la protéine MRP-1 serait plus spécifique 
aux transports de composés anioniques tels que le glutathion (GSH), la glucuronide ou les 
conjugués sulfatés (Jedlitschky et al., 1997), ou de composés metalloïdes comme l’arsenic, les 
pesticides acetanalides, les bioflavanoïdes (Leslie et al., 2005). Par ailleurs, la protéine MRP-1 
est capable de transporter des composés cationiques, quand ceux-ci sont conjugués au GSH 
(Rappa et al., 1997; Loe et al., 1998). L’expression de la protéine MRP-1 et de l’enzyme de 
synthèse de GSH (γ-glutamyl cysteine synthetase) serait régulée, de façon coordonnée, par le 
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stress oxydatif ou les métaux lourds (Ishikawa et al., 1996; Yamane et al., 1998). Le glutathion 
étant responsable du maintien de l’équilibre oxydo-réduction cellulaire, ainsi que de la défense 
anti-oxydante du cerveau, une surexpression de la protéine MRP-1 par un stress oxydatif, va 
entrainer une augmentation d’efflux cellulaire du glutathion ; ce qui suggère que la protéine 
MRP-1 est impliqué dans la détoxification et l’élimination des métabolites endogènes toxiques 
(Leslie et al., 2001; Ronaldson and Davis, 2015). De plus, la protéine MRP-1 est également un 
transporteur du leukotriène C4 (LTC4), médiateur inflammatoire, suggérant une implication 
dans les réponses immunitaires (Haimeur et al., 2004; Bernacki et al., 2008). 
 
 La protéine MRP-4 : a la capacité de transporter et de conférer une résistance envers 
une variété de composés phosphorylés. En effet la protéine MRP-4 peut prendre en charge des 
nucléotides cycliques tels que l’AMPc, la GMPc ou des nucléotides analogues comme la 9-(2-
phosphonylmethoxyethyl) adenine (PMEA), l’azidothymidine monophosphate et des 
analogues à la purine (6-mercaptopurine, 6-thioguanine) (Schuetz et al., 1999; Chen et al., 
2001). Cependant la gamme de substrats de cette protéine serait plus large que celle décrite 
précédemment. En effet, Reid et al. (Reid et al., 2003b) ont démontré que les cellules 
transfectées par la protéine MRP-4, étaient capables de transporter des prostaglandines E1 et 
E2 mais également des methotrexates (Chen et al., 2002; van Aubel et al., 2002). 
 
 La protéine MRP-5 : le gène codant pour la protéine MRP-5 est exprimé, de façon 
ubiquitaire, à un fort niveau d’expression au sein des cellules du muscle squelettique et du 
cerveau (Belinsky et al., 1998). La protéine MRP-5 appartient à la même sous-famille que la 
protéine MRP-4, seulement le spectre des substrats est plus restreint que celui de la protéine 
MRP-4. La protéine MRP-5 prend en charge les substrats monophosphorylés tel que PMEA 
(Reid et al., 2003a; Wielinga et al., 2003). La protéine MRP-5 se distingue, surtout, de MRP-4 
par sa sensibilité aux inhibiteurs MRPs. En effet, la concentration de probénicide pour la 
protéine MRP-5 est dix fois moins élevée que pour MRP-4, afin d’inhiber le transport de 
PMEA. A l’inverse, l’inhibiteur MK571 doit être quatre fois plus concentré pour la protéine 
MRP-5, que MRP-4, afin de bloquer le transport du substrat. Enfin, le substrat stavudine 
monophosphate semble être pris en charge par la protéine MRP-5 mais pas par MRP-4 (Reid et 
al., 2003a). 
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 A ce jour, il a été décrit différents inhibiteurs pour cette famille de protéines MRPs tels 
que le probénicide, le sulfinpyrazone, le S-décyl glutathion ou le benzbromarone. Le MK-571 
est également un inhibiteur de cette sous-famille de transporteur ABC, puisqu’il est un 
antagoniste des ligands des récepteurs à leukotriène (Schinkel and Jonker, 2003). 
 
2.4.2.1.3. La protéine « breast cancer resistance protein » (BCRP) 
 
 La protéine BCRP a été identifiée pour la première fois, en 1998, dans une lignée 
tumorale mammaire (MCF7) (Doyle et al., 1998). Cette protéine, ayant été découverte dans une 
lignée cancéreuse, a été nommée « breast cancer resistance protein », malgré le fait qu’elle 
n’intervient pas exclusivement dans les cellules tumorales. La protéine BCRP est une 
glycoprotéine membranaire de 655 acides aminés, composée d’un seul NBD (domaine de 
liaison de l’ATP) et d’un seul TMD (Figure 12). 
 
 
Figure 12 : Structure de la protéine BCRP d’après Schinkel et al (Schinkel and Jonker, 2003). 
La protéine BCRP est constituée d’un seul domaine NBD, localisé sur l’extrémité N-terminale, et d’un 
seul domaine TMD, composé de six domaines transmembranaires. 
 
 A l’instar de la protéine Pgp et des protéines MRPs, la protéine BCRP est une pompe 
d’efflux ATP dépendante, permettant l’efflux de substrats et induisant une résistance à certains 
médicaments comme la doxorubicine, la mitoxantrone ou la topotecane (Allen et al., 1999). Par 
ailleurs, une surexpression de l’ADNc de la BCRP, chez les mammifères, a révélé que la pompe 
d’efflux était fonctionnelle sous une forme homodimère (Honjo et al., 2001; Kage et al., 2002). 
De plus, elle serait présente sur la surface apicale des cellules polarisées (Jonker et al., 2000) 
telles que les cellules épithéliales intestinales, les cellules mammaires, les cellules endothéliales 
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des capillaires ou des veines (Schinkel and Jonker, 2003). Au sein de la BHE, la protéine BCRP 
est également localisée sur la surface luminale des cellules endothéliales cérébrales (Hori et al., 
2004b; Lee et al., 2005). La distribution de la protéine BCRP, étant voisine de celle de la 
protéine Pgp, semble indiquer que les deux protéines agissent de concert pour effluer les 
xénobiotiques circulants, hors du cerveau, et protéger ainsi le SNC (Schinkel and Jonker, 2003). 
Cependant la fonctionnalité de la protéine BCRP, au sein de la BHE, est un sujet à débat. En 
effet, certaines études ont suggéré que cette protéine n’était pas fonctionnelle au niveau de cette 
barrière (van Herwaarden et al., 2003; Lee et al., 2007), d’autres ont minimisé son rôle dans 
l’efflux des xénobiotiques hors du cerveau (Zhao et al., 2009), et certains ont apporté des 
analyses plus détaillées qui confirment que la protéine BCRP est un élément crucial dans la 
pénétration de drogues à travers la BHE (Kodaira et al., 2010; Agarwal et al., 2011). 
 Par ailleurs, cette protéine BCRP semble posséder des substrats et des inhibiteurs 
communs à la protéine Pgp (Schinkel and Jonker, 2003). Certains substrats sont également 
propres à cette pompe, comme la prasozine ou la mitoxantrone (Cisternino et al., 2004). 
L’inhibiteur, le plus connu pour cette protéine, est le GF120918, dont l’action permet 
d’augmenter la pénétration de certains flavanoïdes dans le cerveau (Youdim et al., 2004). 
 Enfin, du fait de son association étroite avec la protéine Pgp, la protéine BCRP a suscité 
de nombreuses études. En effet, des analyses protéomiques et transcriptionnelles ont révélé que 
cette protéine BCRP serait la pompe d’efflux la plus exprimée au sein de la BHE, devant la 
protéine MRP-1 et la protéine Pgp (Bernacki et al., 2008; Uchida et al., 2011). 
 
2.4.2.2. Les autres pompes d’efflux 
 
 Outre les transporteurs de type ABC, des études de transports menées in vitro et in vivo, 
ont révélé que certains membres de la famille des « solutes carriers » (SLCs) intervenaient dans 
les mécanismes d’efflux de molécules au sein des barrières cérébrales, et particulièrement la 
BHE (Hagenbuch and Meier, 2004) Les représentants principaux des transporteurs SLCs sont 
les protéines OATPs (« organic anion transporting polipetides ») et les protéines OATs 
(« organic anion transporters »). A l’inverse des transporteurs ABC, les protéines OATs et 
OATPs ne permettent pas le passage des molécules contre leur gradient de concentration, 
puisque ces dernières n’hydrolysent pas d’ATP. En effet, ces familles de transporteurs sont en 
réalité des échangeurs, c'est-à-dire qu’ils font passer une molécule en contre partie d’une autre, 
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ou d’un ion (Löscher and Potschka, 2002). Le transport est, néanmoins, induit par un gradient 
de concentration ou un gradient ionique, et est réversible. Toutefois, et contrairement à la 
protéine Pgp ou aux protéines MRPs, la localisation exacte, de la plupart de ces protéines 
OATPs ou OATs, reste à déterminer (Fricker and Miller, 2004). 
 
2.4.2.2.1. Les protéines OATPs 
 
 Les protéines OATPs sont exprimées dans de nombreux tissus, comme le plexus 
choroïde, les poumons, le cœur, les intestins, les reins, le placenta, les testicules et la BHE. Elles 
interviennent principalement dans l’efflux de nombreux solutés anioniques organiques 
amphiphiles tels que les sondes organiques, les conjugués stéroïdes, les hormones thyroïdiennes 
T3 et T4, les peptides neuroactifs… Cette sous-famille est constituée de quatorze membres. 
Seuls trois membres sont exprimés au sein de la BHE : Oatp2, Oatp3 et Oatp14. Plusieurs études 
ont démontré que la protéine Oatp2 était fortement exprimée dans le cerveau (Noé et al., 1997; 
Abe et al., 1999) et était localisée sur les deux surfaces des membranes (apicale et basale) des 
cellules (Gao et al., 1999). Par ailleurs, la protéine OATP-A est une protéine Oatp spécifique 
de l’Homme. Elle est exprimée par différents tissus comme les poumons, le foie, les reins, les 
testicules et plus particulièrement au sein de la BHE où elle est fortement exprimée (Abe et al., 
1999). En effet, des études d’immunofluorescence ont révélé que la protéine OATP-A était 
exprimée par les cellules endothéliales cérébrales (Ganapathy et al., 2000; Gao et al., 2000). 
Ses substrats incluent les anions organiques amphiphiles, les cations organiques de type II et 
les peptides. Par ailleurs, il semblerait que les protéines Oatp2 et OATP-A soient également 
impliquées dans le transport d’autres stéroïdes (estrone-3-sulfate), des hormones stéroïdes (T3 
et T4), de médicaments (fexofenadine), des composés cationiques (rocuronium) et des peptides 
exerçant une neuro-activité ([D-penicillamine 2,5]-enkephalin) (Dagenais et al., 2001; 
Hagenbuch et al., 2002). A partir de ces observations, Hagenbuch et al. ont émis l’hypothèse 
que les protéines Oatp2 et OATP-A travaillaient à la fois comme pompes d’efflux, pour les 
substrats synthétisés par le cerveau ainsi que pour les déchets produits nécessitant d’être efflués, 
et comme pompes d’influx, pour les composés neuroactifs tels que les peptides opioïdes 
(Hagenbuch et al., 2002). 
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2.4.2.2.2. Les protéines OATs 
 
 Les protéines OATs interviennent dans l’efflux de composés anioniques organiques tels 
que la benzylpenicilline par exemple, mais également de composés cationiques organiques 
comme la cimétidine (Kusuhara et al., 1999; Nagata et al., 2004). Parmi ces protéines OATs, 
la protéine Oat3 a été détectée au niveau des membranes apicale et basale des cellules 
endothéliales cérébrales, avec néanmoins une prédominance sur les membranes basales des 
cellules (Löscher and Potschka, 2002). Cette protéine Oat3 aurait un poids moléculaire plus 
élevé, que son homologue la protéine Oat1 présent au sein du foie, des reins, des yeux et du 
cerveau, en raison de son état de glycosylation (Kusuhara et al., 1999). De plus la protéine Oat3 
est un échangeur dont l’activité serait induite par un gradient de concentration extracellulaire 
de dicarboxylate (Sweet et al., 2003). Par ailleurs le transporteur RST, transporteur apparenté 
aux protéines OATs, serait un transporteur facilité capable de réguler et de coordonner le 
transport des anions organiques par la protéine Oat3 au sein de la BHE (Bernacki et al., 2008). 
 
 Enfin, la protéine RLIP76 confére une résistance aux médicaments, mais n’appartient 
pas à la famille des transporteurs ABC et des transporteurs SLCs. Cependant cette protéine est 
un transporteur, multi-spécifique, de composés chimiothérapeutiques amphiphiles tels que la 
doxorubicine et les conjugués électrophiles du glutathion, et interviendrait au sein de la BHE 
(Löscher and Potschka, 2002). En effet, Bennani-Baiti et al. ont montré, pour la première fois, 
que l’expression de la protéine RLIP76 est induite par la cytokine inflammatoire TNF-α, suivi 
d’une induction cinétique de marqueurs de l’inflammation, révélant ainsi que l’inflammation 
peut influencer l’expression de cette protéine au sein de la BHE (Bennani-Baiti et al., 2015). 
 
 Les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales constituent le siège anatomique 
de la BHE, de par ses propriétés physique, physiologique et métabolique. Toutefois, ces 
propriétés sont induites et régulées par les autres éléments qui constituent la BHE. 
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3. Une barrière dynamique 
 
 Les paragraphes précédents ont mis en évidence le fait que les propriétés clés de la BHE 
étaient assurées par les cellules endothéliales. Cependant des études de transplantations, ont 
révélé que le maintien d’une BHE fonctionnelle était permis et régulé par les différents types 
cellulaires, composant la micro-niche de l’UNV (Stewart and Wiley, 1981; Janzer and Raff, 
1987). En effet, la BHE étant une structure complexe et essentielle au maintien de 
l’environnement optimal neuronal, il n’est pas surprenant que les propriétés de barrières 
(biologique, physique et métabolique) soient induites et régulées par plusieurs types cellulaires. 
La régulation de ces propriétés est permise, principalement, par les astrocytes et les péricytes. 
 
3.1. Les astrocytes 
 
 Les astrocytes montrent des morphologies différentes selon leur localisation et leur 
association avec les autres types cellulaires. Les études sur cultures cellulaires ont apporté des 
preuves évidentes sur l’implication des astrocytes dans la régulation des phénotypes de barrières 
de la BHE. Cette régulation concerne les jonctions serrées (phénotype de barrière physique), 
l’expression et la polarisation des transporteurs tels que la protéine Pgp et le transporteur 
GLUT-1 (phénotypes de barrières de transport et métabolique) et l’expression d’enzymes 
spécifiques (phénotype de barrière métabolique) (Dehouck et al., 1990; Rubin et al., 1991; 
Hayashi et al., 1997; Sobue et al., 1999; McAllister et al., 2001; Haseloff et al., 2005). 
L’interaction des astrocytes avec les cellules endothéliales cérébrales est connue pour réguler 
la morphologie de ces dernières, le phénotype de barrière ainsi que l’angiogénèse, que ce soit 
en conditions physiologique ou pathologique (Prat et al., 2001). 
 Les astrocytes modulent le fonctionnement endothélial, en activant des voies de 
signalisation et en sécrétant des facteurs.  
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3.1.1. Les voies de signalisation 
 
 L’une d’elle est celle de Hedgehog (Hh) qui est impliquée dans la morphogénèse 
embryonique, l’orientation neuronale et l’angiogénèse. Toutefois, des études sur la TEER et la 
perméabilité ont permis de déterminer qu’une activation de la voie Hh induisait l’expression 
des protéines de jonctions, améliorant ainsi le phénotype de barrière de la BHE (Alvarez et al., 
2011). De plus il a été observé sur des souris, knock down pour le gène Smoothened (Smo), 
une augmentation de la perméabilité des cellules endothéliales de la BHE, qui est corrélée avec 
une diminution de l’expression des protéines jonctionnelles (Alvarez et al., 2013). Le facteur 
Smo intervenant dans la voie de signalisation Hh, ces résultats tendent à conclure que cette voie 
de signalisation a une influence significative sur la fonction de la BHE. Par ailleurs il a été 
montré, sur une culture primaire de cellules endothéliales cérébrales, que la voie de 
signalisation Wnt/β-caténine régulait également les propriétés de la BHE (Liebner et al., 2008). 
Dans ce modèle cellulaire, la protéine β-caténine est stabilisée soit par un traitement de Wnt3a 
soit en tronquant son extrémité N-terminale. Cette stabilisation induit une augmentation de 
l’expression de la protéine claudine-3, ainsi qu’une augmentation de la formation de complexes 
jonctionnelles. Inversement, un manque de protéine β-caténine entraine une rupture de la BHE 
(Liebner et al., 2008). En continuité avec ces résultats, Daneman et al. ont mis l’accent sur 
l’impact de cette voie de signalisation sur l’angiogénèse du SNC ainsi que sur les transporteurs 
de la BHE. En effet, ils ont démontré que cette voie influençait certains transporteurs 
spécifiques de la BHE, tel que le transporteur GLUT-1, ainsi que leur rôle dans la formation de 
la BHE (Daneman et al., 2009). 
 
3.1.2. Les facteurs sécrétés 
 
 Les facteurs sécrétés par les astrocytes vont promouvoir la croissance vasculaire et 
l’induction des propriétés de la BHE. 
 
 Le facteur de croissance de l’endothélium (VEGF) dont l’action principale est de 
stimulée l’angiogénèse. Toutefois lors de conditions inflammatoires ce facteur diminue la 
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stabilité de la BHE (Argaw et al., 2009, 2012), suggérant ainsi son implication au sein de la 
BHE lors d’états pathologiques.  
 
 Les protéines angiopoïétines sont également sécrétées par les astrocytes et vont 
intervenir dans la régulation de la BHE. L’angiopoïétine-1 intervient, comme son nom 
l’indique, dans le processus d’angiogénèse. Néanmoins elle est capable d’induire, de façon 
temporaire, une diminution de la perméabilité de la BHE en se fixant sur son récepteur 
endothélial TIE2. Cette diminution de perméabilité serait liée à une surexpression des protéines 
de jonctions (Prat et al., 2001). En effet il a été démontré, in vitro, que cette liaison 
ligand/récepteur augmentait la TEER de la BHE (Igarashi et al., 1999; Lee et al., 2003). 
Inversement le facteur endothélial LIF (endothelial-derived factor) permettait d’induire la 
différenciation des astrocytes (Mi et al., 2001). L’angiopoïétine-2, quant à elle, participerait 
aux premières étapes de rupture de la BHE lors de pathologies, mais son mécanisme est peu 
connu (Nourhaghighi et al., 2003). 
 
 Le facteur de croissance TGF-β sécrété par les astrocytes, est une cytokine impliquée 
dans la croissance cellulaire, la différenciation, la morphogénèse, l’apoptose et 
l’immunomodulation. Dans le SNC, ce TGF-β a une action neuroprotectice, puisque des études 
in vitro ont montré que ce facteur avait la capacité d’induire l’activité de la protéine Pgp et de 
réduire la perméabilité de la BHE (Dohgu et al., 2005), empêchant ainsi aux composés 
neurotoxiques de traverser la BHE. De plus, le facteur TGF-β permettrait de restreindre la 
migration des leucocytes à travers l’endothélium neurovasculaire (Daneman and Prat, 2015).  
 
 L’acide rétinoïque (RA) est un dérivé de la vitamine A. D’après de récentes études, il 
serait également sécrété par les astrocytes. L’activation de son récepteur RAR-β augmenterait 
la TEER qui serait corrélée avec une augmentation de l’expression des protéines Pgp, ZO-1 et 
de la VE-cadhérine (Daneman and Prat, 2015). Enfin l’acide rétinoïque est connu pour réguler 
les voies de signalisation Hh et Wnt, ce qui suggère que ce dérivé pourrait être un modulateur 
de la BHE (Halilagic et al., 2007; Paschaki et al., 2012). 
 
 65 
 Lors de la découverte de la BHE, les chercheurs ont attribué l’induction et la régulation 
des propriétés de la BHE aux astrocytes, puisque leurs études ont montré que la TEER était 
significativement augmentée en présence d’astrocytes (Stewart and Wiley, 1981; Arthur et al., 
1987; Janzer and Raff, 1987). Cependant, une dizaine d’années plus tard, des études ont révélé 
que l’établissement des complexes des jonctions serrées de la BHE, qui sont responsables 
majoritairement du caractère imperméable de la BHE, pouvait s’effectuer en l’absence 
d’astrocytes (Felts and Smith, 1996; Jaeger and Blight, 1997). De nos jours, les péricytes sont 
étudiés comme modulateurs clés de la BHE et de l’UNV. 
 
3.2. Les péricytes 
 
 Les études récentes tendent à montrer l’implication majeure des péricytes dans la 
modulation de la BHE. Ce concept a été émis suite à des études in vitro, qui ont observé une 
augmentation de la TEER de cellules endothéliales en culture après ajout de péricytes (Dente 
et al., 2001). Récemment Daneman et al. ont démontré le rôle des péricytes dans la formation 
de la BHE lors du développement, et cela bien avant que le contact avec les astrocytes soient 
établis. En effet, les péricytes contrôleraient la formation des jonctions serrées et du trafic 
vésiculaire transendothélial (Daneman et al., 2010). Armulik et al. ont montré qu’un manque 
de péricytes entrainait une augmentation du taux de transcytose ainsi que des molécules 
d’adhésion leucocytaire, conduisant à une infiltration des cellules immunitaires dans le SNC. 
En effet, des souris mutées (peu de péricytes) ont permis de déterminer que ces péricytes étaient 
nécessaire à la régulation de l’homéostasie de la BHE et plus particulièrement sur l’inhibition 
de la transcytose (Armulik et al., 2010). Une comparaison des analyses transcriptionnelles de 
ces souris mutées versus souris sauvages ont suggéré que l’expression des gènes impliqués dans 
les propriétés spécifiques de la BHE était peu altérée (jonctions, transporteurs). Cependant les 
gènes impliqués dans les propriétés spécifiques des cellules endothéliales de la BHE (faible 
transcytose et adhésion leucocytaire) étaient augmentés (Daneman et al., 2010). Ces résultats 
permettent de conclure sur le rôle des péricytes dans la régulation des propriétés de la BHE. En 
effet, ceux-ci interviendraient sur les propriétés d’inhibition de la BHE : manque de transcytose 
et de filtration des cellules immunitaire. 
 Enfin, au cours du vieillissement, le cerveau subirait une perte de péricytes qui serait 
corrélée à une réduction progressive des protéines des jonctions serrées comme l’occludine, la 
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claudine-5 ou ZO-1 (Bell et al., 2010). Cette diminution de protéines des jonctions serrées va 
entrainer une augmentation du passage paracellulaire ce qui va contribuer à l’entrée de 
molécules neurotoxiques dans l’espace périvasculaire ou dans l’endothélium vasculaire 
cérébral, pouvant entrainer à long terme une neurodégénération (Bell et al., 2010; Winkler et 
al., 2011). 
 
 L’endothélium, qui tapisse la surface des capillaires cérébraux, possède donc des 
propriétés qui le différencient des autres endothélia. En effet, la différence entre eux 
provient de la présence de complexes jonctionnels qui vont sceller l’espace intercellulaire, 
associés à des enzymes et des pompes d’efflux restreignant le passage de nombreux 
substrats, mais aussi du manque de transport vésiculaire. Toutes ces caractéristiques 
permettent à la BHE d’assurer une protection vis-à-vis du cerveau contre tous composés 
potentiellement toxiques, présents dans le sang. Toutefois la BHE autorise le transport de 
certaines molécules essentielles au bon fonctionnement cérébral. Cette caractéristique 
physiologique est assurée par des transporteurs, hautement spécifiques, permettant 
principalement l’approvisionnement du cerveau en nutriments. La formation et les 
propriétés liées au fonctionnement de la BHE sont sous la responsabilité d’autres types 
cellulaires, qui forment également la BHE (astrocytes et péricytes). 
La BHE, étant une structure complexe et ayant un rôle essentiel dans le bon 
fonctionnement du cerveau, a fait l’objet de nombreuses études. Pour étudier son 
fonctionnement dans des conditions pathologiques, comme l’hypoxie, différentes 
possibilités s’offrent aux scientifiques : les modèles in vivo, in vitro en passant par les 
modèles in silico. La prochaine partie va développer les modèles d’étude de la BHE en se 
centrant sur les modèles in vitro qui sont les plus utilisés dans la littérature. 
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Chapitre 2 : Modèles d’étude in vitro de la BHE 
 
 Les modèles in vitro ont fortement contribué aux recherches menées sur la BHE. En 
effet la BHE étant la première ligne de défense du cerveau, elle est impliquée dans de 
nombreuses pathologies du SNC. Pour comprendre et traiter le plus efficacement possible ces 
pathologies, il est nécessaire d’avoir de meilleures connaissances sur la fonction et la régulation 
de cette barrière. La BHE étant composée de différents types cellulaires (cf Chapitre 1), qui 
individuellement contribue au maintien et à la fonction de cette dernière, l’identification ainsi 
que le ciblage des mécanismes cellulaires semblent indispensables. Cependant le cerveau étant 
un organe complexe, l’interprétation des résultats obtenus chez l’animal reste difficile. Les 
modèles in vitro présentent, alors, un fort intérêt afin de pallier aux difficultés rencontrées lors 
d’études menées in vivo (Wilhelm and Krizbai, 2014). En effet, ces modèles in vitro permettent 
d’étudier, de façon plus précise, les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans le 
fonctionnement de la BHE, tout en mimant le plus fidèlement possible les conditions in vivo 
(Cecchelli et al., 2007). Par ailleurs, les conditions expérimentales sont plus facilement 
contrôlables in vitro qu’in vivo, et sont plus acceptables d’un point de vue éthique puisqu’elles 
permettent de réduire de façon drastique le nombre d’animaux utilisés. Durant ces quarante 
dernières années, ces modèles in vitro ont permis d’améliorer nos connaissances sur le contrôle 
du passage et de l’efflux des substances endogènes. De plus, ils ont apporté des éléments de 
réponses sur la fonction des différents types cellulaires de la BHE dans la régulation de cette 
dernière lors de processus physiologique ou pathologique (Ogunshola, 2011). Enfin la mise en 
place, plus ou moins facile, de ces modèles cellulaires ainsi que leur faible coût, a conduit au 
développement de différents modèles qui seront décrits dans ce chapitre. Un modèle de BHE 
doit pouvoir proposer deux compartiments afin de mimer la circulation sanguine et le 
compartiment cérébral. En effet, bien que la culture de cellules endothéliales sur des boîtes de 
pétri permettent différentes études telles que des études de cytotoxicité ou de signalisation 
intracellulaire induite par des médicaments, elle ne peut être considérée comme un modèle de 
BHE en raison de ce manque de compartimentation (Wilhelm and Krizbai, 2014). Le 
développement de modèle in vitro de BHE a été possible grâce au système d’inserts (Figure 
13). Le principe de ces inserts repose sur une membrane microporeuse, dont le diamètre des 
pores peut varier, et qui permet les échanges, entre l’insert et le puits, de petites molécules et 
de facteurs de croissance sécrétés par les cellules. Enfin cette membrane microporeuse empêche 
la migration de cellules entre les deux compartiments. 
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Figure 13 : Schéma représentant les systèmes de culture sur insert (transwell). Les cellules (pour 
la BHE ce sont les cellules endothéliales) sont ensemencées sur la membrane microporeuse (côté 
apical). Ces systèmes d’inserts, commercialisés sous différents formats, permettent de cultiver les 
cellules endothéliales avec plusieurs types cellulaires (astrocytes, neurones, péricytes). Ces derniers 
sont alors ensemencés sous la membrane microporeuse (côté basal) ou au fond du puits. 
 
 L’apparition de ces systèmes d’inserts a permis de mettre en place des modèles in vitro 
de BHE dont les études ont permis d’accroitre nos connaissances sur cette barrière. Cependant 
ces modèles in vitro doivent posséder certains critères afin de pouvoir être considérer comme 
un modèle adéquat voire idéal à la recherche. 
 
1. Critères attendus pour un modèle in vitro de BHE  
 
 Un modèle in vitro de BHE doit posséder différents critères pour être considéré comme 
un modèle fonctionnel et adéquat à la recherche. Ces critères font notamment intervenir la 
reproductibilité du modèle, la perméabilité à différents composés, la présence des complexes 
des jonctions serrées, l’expression de transporteurs (Cecchelli et al., 2007).  
 L’une des caractéristiques les plus attendues d’un modèle in vitro de BHE est la forte 
étanchéité des jonctions inter-endothéliales (Naik and Cucullo, 2012). Cette étanchéité peut être 
estimée selon deux méthodes : 
 La TEER (résistance électrique transendothéliale) permet d’apporter des informations 
sur la perméabilité aux ions. Plus cette TEER est élevée plus le modèle aura une 
étanchéité importante. En effet, cette résistance électrique est d’autant plus élevée que 
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la perméabilité est faible. Il est estimé qu’un modèle in vitro de BHE doit avoir une 
TEER supérieure à cent ou tout du moins avoisinant les cent ohm.cm² (Naik and 
Cucullo, 2012). Toutefois cette mesure de TEER peut varier d’une étude à l’autre sur 
un même modèle. Cette différence peut s’expliquer notamment par les techniques de 
mesure utilisées (électrodes, mesure d’impédance, un transistor électrochimique 
organique(Jimison et al., 2012), mesures en temps réel), par la température ou par la 
manipulation des cellules durant les mesures (Helms et al., 2016). De plus la mesure de 
TEER ne permet pas, à elle seule, de définir totalement l’étanchéité d’un modèle 
puisque cette dernière dépend à la fois de la composition des complexes des jonctions 
serrées ainsi que de la taille des composés d’intérêt. Afin de valider complètement 
l’étanchéité du modèle il est nécessaire d’effectuer une étude de la perméabilité 
membranaire. 
 
 La perméabilité membranaire est menée avec des marqueurs d’intégrité, c’est-à-dire 
une molécule pouvant traverser difficilement la membrane des cellules. Ce sont souvent 
des molécules hydrophiles tels que le lucifer Yellow (444 Da), le sodium fluorescéine 
(376 Da), le sucrose (342 Da) (Wilhelm and Krizbai, 2014) ou le mannitol (180 Da) 
(Helms et al., 2016). Toutefois ce marqueur ne doit pas être un substrat d’un 
transporteur, d’une enzyme ou d’un récepteur. Cette perméabilité doit se rapprocher de 
celle observée in vivo soit de l’ordre de 10-6 cm.s-1 (Bickel, 2005; Wilhelm and Krizbai, 
2014). La détermination de ce coefficient de perméabilité, appelée « Pe » sera expliquée 
dans la partie expérimentale de ce manuscrit. 
 
 La TEER est corrélée avec la perméabilité membranaire, donnée par ses petites 
molécules hydrophiles. Toutefois cette corrélation dépend fortement de la taille de la molécule 
ainsi que du design de l’étude, c’est-à-dire la présence ou non d’une agitation, un changement 
du milieu, la durée de l’étude… Une caractérisation optimale de l’étanchéité d’un modèle in 
vitro de BHE doit prendre en compte à la fois des mesures de TEER mais aussi des mesures de 
perméabilité membranaire. 
 
 La deuxième caractéristique, qui découle de la première, est l’expression de protéines 
des jonctions serrées, localisées, à la surface des cellules endothéliales cérébrales du modèle de 
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BHE. Les trois protéines, les plus couramment étudiées, sont l’occludine, ZO-1 et la claudin-5 
(Naik and Cucullo, 2012). En effet, cette dernière serait fortement exprimée au sein des cellules 
endothéliales composant la BHE. Une perte de protéine claudine-5 entrainerait le passage de 
petites molécules à travers cette barrière et donc favoriserait l’accès au compartiment cérébral 
(Nitta et al., 2003). Ces protéines des jonctions serrées peuvent être étudiées par les techniques 
de cell-ELISA, de western blot, de qPCR ou encore par microscopie confocale. Toutes ces 
techniques permettent de donner des informations sur l’expression et la localisation de ces 
différentes protéines des jonctions serrées, au sein du modèle in vitro mis en place. 
 
 Enfin une des dernières caractéristiques qui doit être validée concerne les transporteurs 
de type ABC (la protéine Pgp par exemple) ou SLC (le transporteur GLUT-1 par exemple) 
(décrit dans le chapitre 1). La validation doit comprendre trois points : la localisation, 
l’expression et la fonctionnalité de ces transporteurs. 
 La localisation : les transporteurs et notamment les pompes d’efflux (les protéines Pgp, 
MRP-1) doivent présenter une distribution asymétrique. En effet, il a été montré que les 
transporteurs d’efflux seraient présents en majorité sur la surface apicale des cellules 
endothéliales microvasculaires cérébrales (Naik and Cucullo, 2012). A l’inverse le 
transporteur spécifique au glucose (transporteur GLUT-1) est majoritairement localisé 
sur la surface basale des cellules endothéliales de la BHE (côté compartiment cérébral) 
(Simpson et al., 2007). Cette localisation sur la membrane basale des cellules 
endothéliales cérébrales s’explique par la forte demande du cerveau en glucose pour son 
bon fonctionnement et notamment celui des neurones. En effet, ces derniers sont de 
grands consommateurs de glucose. 
 
 L’expression peut être caractérisée soit au niveau de l’ARNm soit au niveau de la 
protéine (Helms et al., 2016). L’étude de l’expression va permettre de confirmer la 
distribution de ces transporteurs. 
 
 La fonctionnalité des transporteurs : cette validation est très importante dans la 
caractérisation du modèle in vitro mis en place notamment pour les études sur la 
perméabilité du modèle de BHE, des études de toxicité ou de développement de 
médicaments (Helms et al., 2016). Cette fonctionnalité peut être étudiée par des études 
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d’accumulation de substrats (fluorescents ou radioactifs) ou par des études de transports 
bidirectionnels d’un substrat. Ces études de perméabilité bidirectionnelles (du côté 
apical vers le côté basal et inversement) permettent de déterminer un ratio sur la quantité 
de substrat relâché, ou la quantité qui est passée dans la cellule. Si ce ratio est supérieur 
à 1,5-2 (dans le cas où l’éjection du substrat est observée) ou inférieur à 0,5 (dans le cas 
où l’entrée du substrat est observée) le transport est considéré comme actif. De plus, 
l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques, à un type de transporteur, permet d’affiner l’étude 
en apportant des informations sur le type de transporteur responsable du passage ou de 
l’efflux de la substance (Wilhelm and Krizbai, 2014; Helms et al., 2016). 
 
 Ces trois caractéristiques permettent de valider un modèle in vitro de BHE. Ces 
dernières années ont révélé de nombreuses études mettant en place une diversité de modèles in 
vitro de BHE. Cette diversité repose, notamment, sur le choix de l’espèce, du type de cellules 
utilisées ou du type de modèle.  
 
2. Les types cellulaires 
 
 Dans la littérature, les modèles cellulaires de BHE développés utilisent le plus souvent 
des cellules provenant de mammifères, tels que des cellules de souris, de rat, de porc, de bovins, 
et plus récemment des cellules humaines. Depuis la dernière décennie, deux types de cultures 
cellulaires ont été utilisés pour développer des modèles in vitro de BHE : la culture de cellules 
primaires ou l’utilisation de lignées cellulaires dites immortalisées. 
 
2.1. Les cellules primaires 
 
2.1.1. Origine des cellules 
 
 Les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales, isolées pour la culture primaire, 
proviennent d’un large spectre d’espèces appartenant aux mammifères essentiellement chez la 
souris, le rat, le porc ou le bovin (Deli et al., 2005). Les modèles murins sont les plus souvent 
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utilisés. Ceci s’explique par le fait que ces espèces sont les mieux caractérisées, mais également 
par le nombre important d’anticorps ou de gènes disponibles. Néanmoins, en raison de leurs 
petites tailles le nombre de cellules endothéliales isolées restent faibles (Wilhelm et al., 2011).  
 Les modèles porcins ou bovins apportent un grand nombre de cellules endothéliales 
cérébrales, ainsi qu’une perméabilité satisfaisante (Patabendige et al., 2013). Toutefois, l’accès 
à ces espèces est restreint et d’un point de vue moléculaire et biochimique ces espèces sont 
moins bien caractérisées (Abbott, 2013). Enfin, l’utilisation de cellules endothéliales cérébrales 
humaines est restreinte. En effet, ces cellules proviennent d’un tissu cérébral issu d’une 
intervention  chirurgicale (autopsies ou biopsies) (Persidsky et al., 1997; Bernas et al., 2010). 
Par conséquent il ne peut être considéré comme provenant d’un tissu sain. 
 
2.1.2. Avantages et limites des cellules primaires 
 
 Ces cellules primaires de cellules endothéliales cérébrales ont permis l’identification de 
mécanismes et de signaux biomécaniques intervenant dans la régulation des fonctions de la 
BHE (Naik and Cucullo, 2012), mais sont aussi souvent utilisées dans les études de perméabilité 
aux médicaments (Wilhelm and Krizbai, 2014). L’avantage principal de ces cellules est de 
reproduire les caractéristiques cellulaires et structurelles, ainsi que les propriétés d’une BHE in 
vivo (Cecchelli et al., 2007; Naik and Cucullo, 2012). Ceci s’explique par la production d’une 
barrière étanche illustrée notamment par une forte TEER. En effet, des cellules endothéliales 
cérébrales isolées chez le porc atteignent, en mono-culture, une TEER avoisinant les 700-800 
Ω.cm² (Franke et al., 2000; Patabendige et al., 2013). Les modèles murins ou bovins en co-
culture peuvent également atteindre des TEER élevées variant de 200 à 400 Ω.cm² et pouvant 
aller jusqu’à 600-700 Ω.cm² (Boveri et al., 2005; Coisne et al., 2005; Nakagawa et al., 2009; 
Wilhelm et al., 2011; Abbott, 2013). 
 Cependant, ces cellules primaires présentent certains inconvénients qui peuvent limiter 
leurs utilisations. Tout d’abord, les techniques d’isolement des cellules sont difficiles et 
intenses, et malgré l’avancée des méthodes de purification la présence d’autres types cellulaires 
n’est pas négligeable (Naik and Cucullo, 2012). De plus, ces cellules perdent rapidement leurs 
propriétés de BHE au cours de la culture cellulaire, même en présence d’astrocytes, péricytes 
ou neurones. Ceci peut donc limiter la durée des études menées sur ces cellules. 
 73 
 
 Malgré le fait que les cellules primaires se rapprochent le plus des conditions in vivo 
d’une BHE, les difficultés d’isolement et de culture ainsi que le coût assez élevé de cette 
méthode ne permettent pas d’envisager des études sur une longue durée. Toutefois il existe des 
lignées cellulaires qui permettent d’obtenir une BHE in vitro. 
 
2.2. Les lignées cellulaires  
 
2.2.1. Origine des lignées cellulaires 
 
 Les lignées cellulaires immortalisées sont généralement des cellules primaires qui ont 
été modifiées génétiquement pour prolonger leur temps de culture, d’où le terme 
« immortalisées » (Rahman et al., 2016). Les modifications génétiques sont souvent faites par 
introduction de rétrovirus dans ces cellules. Ces lignées cellulaires immortalisées sont 
disponibles pour plusieurs espèces animales, ou chez l’Homme (Naik and Cucullo, 2012), bien 
que le plus souvent les modèles utilisent des lignées provenant du rat ou de la souris (Cardoso 
et al., 2010). Elles sont fournies principalement par des banques cellulaires telles que 
l’American Type Culture Collection (ATCC), l’European Collection of Animal Cell Culture ou 
le Leibniz-Institut-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 
(Rahman et al., 2016). 
 La lignée cellulaire de cellules endothéliales cérébrales, la plus caractérisée, est la lignée 
RBE4 obtenue chez le rat après transfection avec un plasmide contenant le gène de l’adénovirus 
E1A. Cette lignée possède de nombreuses caractéristiques d’une BHE comme une forte activité 
de l’alkaline phosphatase ou la gamma-glutamyl transpeptidase (Roux et al., 1994). La lignée 
RBE4 a été souvent utilisée, notamment pour des études de signalisation (Krizbai et al., 1995; 
Fábián et al., 1998; Smith and Drewes, 2006; Zhang et al., 2011) de migration cellulaire 
(Barakat et al., 2008) et de perméabilités (Pan et al., 2005). L’équipe de Risau a généré les 
premières lignées cellulaires de cellules endothéliales cérébrales chez la souris : bEnd.3 et 
bEnd.5. Ces lignées ont été obtenues après transfection avec l’antigène Polyoma middle T 
(Wagner and Risau, 1994). Toutefois il existe peu de lignées immortalisées provenant de 
l’Homme: la lignée HMEC-1 (Ades et al., 1992), la lignée HCMEC/D3 (Cucullo et al., 2008; 
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Vu et al., 2009), et la lignée TY08 (Sano et al., 2010), par exemple. Enfin certains modèles de 
BHE utilisent des lignées cellulaires provenant du porc ou de bovin. Cependant ces dernières 
sont bien moins caractérisées (Wilhelm and Krizbai, 2014). 
 
2.2.2. Avantages et limites de ces lignées cellulaires immortalisées 
 
 L’utilisation de ces lignées cellulaires immortalisées reste très avantageuse par rapport 
à la culture primaire, notamment par la simplicité des techniques de culture ainsi que la 
réduction du coût (Zhang et al., 2011). En effet, ce sont des lignées fiables car elles proviennent 
de sources de confiance, accessibles avec une longue durée de vie (Helms et al., 2016). De plus, 
il existe un nombre important de lignées cellulaires endothéliales cérébrales qui ont été 
reportées dans la revue de Helms et al. en 2016 (Helms et al., 2016). 
 Toutefois, les manipulations génétiques par rétrovirus afin d’immortaliser les cellules, 
peuvent affecter des fonctions cellulaires notamment altérer les réponses physiologiques à des 
stimuli endogènes ou exogènes (Naik and Cucullo, 2012). Enfin certaines lignées cellulaires 
immortalisées utilisées pour développer des modèles de BHE in vitro n’atteignent qu’une faible 
TEER (Cardoso et al., 2010). Malgré ces derniers points, ces lignées immortalisées restent des 
méthodes adéquates pour reproduire une BHE in vitro dans le but de l’étudier dans des 
conditions physiologique et pathologique. 
 
3. Les différents types de modèles in vitro de BHE 
 
 Les quarante dernières années ont révélé de nombreux modèles in vitro de BHE. Ces 
modèles ont été classés en deux grandes catégories : les modèles dynamiques qui prennent en 
compte le shear stress généré par le flux sanguin ; les modèles statiques qui s’en affranchissent. 
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3.1. Les modèles statiques 
 
 Ces modèles reposent sur la culture sur inserts décrite en introduction de chapitre. Cette 
technique d’insert a permis le développement de nombreux modèle in vitro de BHE. La variété 
des modèles repose en particulier sur le nombre de types cellulaires impliqués dans le modèle. 
A ce jour, trois types de modèles statiques se distinguent : les modèles mono-culture (un seul 
type cellulaire impliqué), les modèles co-culture (deux types cellulaires) et les modèles tri-
culture (trois types cellulaires). 
 
3.1.1. Modèles mono-culture 
 
 C’est le modèle le plus simplifié qui est développé dans la littérature. 
 
3.1.1.1. Principe 
 
 Ce modèle repose sur l’utilisation d’insert qui permet une diffusion verticale à travers 
la membrane microporeuse semi-perméable qui sépare les deux compartiments. L’insert mime 
le compartiment sanguin (côté apical) tandis que le puits où repose l’insert mime le 
compartiment parenchymateux (coté basal) (He et al., 2014). Les cellules endothéliales 
microvasculaires cérébrales sont cultivées jusqu’à confluence sur la surface de la membrane de 
l’insert dans leur milieu de culture qui leur est spécifique (Figure 14). Les micropores de la 
membrane de l’insert (de diamètre variable) permettent les échanges en nutriments entre les 
compartiments ainsi que les substances endogènes (Naik and Cucullo, 2012). 
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Figure 14 : schéma d’un modèle mono-culture. Cela représente un modèle très simplifié d’une BHE 
in vitro. Seules les cellules endothéliales cérébrales (d’espèces différentes selon les modèles) sont 
ensemencées sur la membrane de l’insert côté apical. 
 
3.1.1.2. Modèles utilisés dans la littérature 
 
 L’équipe de Bowman met en place le premier modèle in vitro de BHE en se basant sur 
un système de mono-culture (Bowman et al., 1983). Leur modèle repose sur des cellules 
endothéliales cérébrales bovines. Cependant, le manque d’informations sur la BHE in vivo 
bovine, rend les comparaisons difficiles (Abbott et al., 1992). Par la suite, plusieurs modèles de 
BHE en mono-culture ont été mis en place en utilisant des cellules endothéliales cérébrales 
d’espèces différentes, telles que le rat, la souris, le porc ou plus récemment des cellules 
humaines. Par exemple, l’équipe de Franke a développé un modèle in vitro de BHE, reposant 
sur une mono-culture de cellules endothéliales cérébrales porcines, qu’ils ont cultivées en 
présence d’hydrocortisone (Franke et al., 2000). Ainsi, ils ont obtenu un modèle possédant une 
forte TEER associée à une faible perméabilité vis-à-vis du saccharose. L’hydrocortisone a 
également été utilisée dans d’autres modèles cellulaires de BHE, notamment des modèles 
utilisant des cellules endothéliales de rat (Rubin et al., 1991; Boveri et al., 2005; Wilhelm et 
al., 2011). En effet, des cellules endothéliales cérébrales primaires de rat, cultivées avec de 
l’hydrocortisone et de l’AMPc, ont atteint une TEER avoisinant 200 Ω.cm² (Wilhelm et al., 
2011). 
 L’équipe de Brown a mis en place un modèle in vitro de BHE en mono-culture, utilisant 
la lignée cellulaire murine bEnd.3. Ils ont ainsi obtenu une faible TEER avoisinant 90 Ω.cm² et 
une forte perméabilité pour le sucrose autour de 8.10-4 cm.min-1 (Brown et al., 2007). 
Récemment, certaines études utilisent la lignée humaine HCMEC/D3, pour développer un 
modèle mono-culture de BHE (Weksler et al., 2005; Paolinelli et al., 2013). Ce modèle exprime 
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des protéines de jonctions serrées, néanmoins en plus petites quantités qu’au sein des 
microvaisseaux, ce qui est illustré par une TEER avoisinant 30-50 Ω.cm² et une perméabilité 
autour de 20-90.10-6 cm.s-1 pour le sucrose, le mannitol ou le sodium fluoresceine. 
 Enfin, il existe d’autres modèles in vitro de BHE basés sur un système de mono-culture, 
utilisant d’autres cellules endothéliales qui proviennent d’espèces différentes (pour revue voir 
Helms et al. (Helms et al., 2016)). En Effet, récemment des modèles in vitro de BHE ont été 
développés à partir de cellules endothéliales humaines, provenant de cellules souches (Cecchelli 
et al., 2014; Lippmann et al., 2014). Toutefois ces modèles sont à ce jour peu caractérisés mais 
permettraient des études de perméabilité aux médicaments et des études mécanistiques (Helms 
et al., 2016). 
 
3.1.1.3. Avantages et limites du système mono-culture 
 
 Du fait de sa simplicité, ces modèles permettent des études de screening à faibles coûts, 
telles que des tests de perméabilité aux médicaments, des mesures d’affinité de liaison 
ligand/récepteur ou encore des études de transport (Berezowski et al., 2004). 
Cependant, ces systèmes ne sont pas adéquats pour des études sur l’intégrité de la BHE. En 
effet, de part cette simplicité, certaines caractéristiques de la BHE sont absentes notamment au 
niveau des propriétés de barrière paracellulaire illustrées par une faible TEER (Wilhelm and 
Krizbai, 2014). 
 
 Malgré le fait que les cellules endothéliales cérébrales soient le siège de la BHE, d’autres 
types cellulaires induisent et/ou modulent les propriétés structurelles et fonctionnelles de cette 
barrière. Ceci a conduit au développement de nouvelles configurations de modèle in vitro de 
BHE, incluant d’autres types cellulaires de la BHE, comme les astrocytes, les péricytes ou les 
neurones. 
 
3.1.2. Modèles co-culture 
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 Afin de mimer le plus fidèlement possible la structure in vivo de la BHE, les cellules 
endothéliales cérébrales sont cultivées avec d’autres types cellulaires qui contribuent 
directement aux propriétés de barrière de la BHE. La plupart des modèles de co-culture de la 
littérature utilisent des astrocytes ou des péricytes. 
3.1.2.1. Co-culture cellules endothéliales/astrocytes ou apports 
astrocytaires 
 
 Les astrocytes ont permis l’établissement du plus grand nombre de modèle co-culture 
de BHE (Deli et al., 2005; Wilhelm et al., 2011), en raison de leur forte implication dans les 
propriétés de la BHE, telles que sa fonction, son étanchéité ou l’expression de certaines 
protéines (DeBault and Cancilla, 1980; Beck et al., 1984; Naik and Cucullo, 2012). Ces 
modèles associent les différents types de culture de cellules endothéliales décrits précédemment 
avec des cellules gliales. 
 Les cellules gliales utilisées peuvent provenir soit de cultures primaires ou de lignées, 
notamment la lignée C6 (cellules de gliomes de rat) qui est une des plus utilisées (Hu et al., 
2010). Certains modèles sont dits « syngéniques », c’est-à-dire que les cellules endothéliales 
cérébrales et les cellules gliales proviennent de la même espèce telle que chez le rat (Veszelka 
et al., 2007; Hutamekalin et al., 2008), chez la souris (Coisne et al., 2005; Stamatovic et al., 
2005). D’autres modèles vont intégrer des cultures cellulaires d’origines différentes. C’est le 
cas, par exemple, du modèle développé par Dehouck et al. Ce modèle associe des cellules 
endothéliales cérébrales bovines et des cellules gliales de rat (Dehouck et al., 1990). 
 
 Différentes configurations sont possibles lors de la mise en place d’un modèle co-culture 
de BHE. L’une d’elles consiste à ensemencer les cellules endothéliales cérébrales sur la face 
apicale de la membrane microporeuse de l’insert, tandis que les cellules gliales sont cultivées 
sur la surface basale de cette membrane (Figure 15). Cette configuration permet un contact 
direct entre les astrocytes et les cellules endothéliales cérébrales. C’est le cas du modèle 
développé par Li et al. (Li et al., 2014). Ils ont ainsi pu observer une augmentation de la TEER 
de 170% par rapport à un modèle de mono-culture. 
 La deuxième configuration consiste à ensemencer les cellules endothéliales cérébrales 
au niveau de la membrane de l’insert sur le versant apical mais, cette fois-ci, les cellules gliales 
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sont cultivées au fond du puits (Figure 15). Dans ce cas, ce sont les facteurs solubles sécrétés 
par les cellules gliales qui vont induire les propriétés (Wilhelm and Krizbai, 2014). C’est le cas 
du modèle développé par Santaguida et al. (Santaguida et al., 2006). Ils ont ainsi pu montrer 
une importante amélioration de la TEER et une faible perméabilité pour le sucrose et au [14C] 
phenytoin. 
 
Figure 15 : Schéma des différentes configurations de co-culture cellules endothéliales/astrocytes. 
Soit les cellules endothéliales cérébrales sont ensemencées sur la surface apicale de l’insert et les 
cellules gliales sur la surface basale de l’insert. Soit les cellules endothéliales cérébrales sont 
ensemencées sur la surface apicale de l’insert tandis que les cellules gliales sont cultivées au fond du 
puits. 
 
 Dans les deux cas, ces configurations apportent une amélioration de la TEER et de 
l’étanchéité (pour revue se référer à He et al.,(He et al., 2014)). Par exemple, Coisne et al. ont 
montré que leur modèle de co-culture présentait des caractéristiques propres à une BHE, que ce 
soit d’un point de vue protéique avec une forte expression d’occludine, de claudines -3 et -5 
ainsi que la protéine P-glycoprotéine (Pgp), ou d’un point de vue perméabilité avec une TEER 
avoisinant les 800 Ω.cm² et une perméabilité au sucrose autour de 4,5.10-6 cm.s-1 (Coisne et al., 
2005). Toutefois l’équipe de Cohen-Kashi Malina a démontré que le contact direct entre 
astrocytes et cellules endothéliales cérébrales était nécessaire pour avoir une bonne étanchéité 
(Cohen-Kashi Malina et al., 2009). 
 
 Enfin la dernière configuration est une intermédiaire entre le modèle mono-culture et le 
modèle co-culture. Dans ce cas, les cellules endothéliales cérébrales sont ensemencées sur la 
surface apicale de l’insert et sont cultivées avec du milieu conditionné de cellules gliales afin 
de mimer l’influence de ces dernières (Rubin et al., 1991; Wolburg et al., 1994; Siddharthan et 
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al., 2007). Toutefois ce milieu conditionné n’est pas suffisant pour induire les propriétés 
restrictives de la BHE in vitro (Wilhelm and Krizbai, 2014). 
 
 L’étroite proximité des cellules endothéliales et des péricytes in vivo ainsi que le rôle 
émergent de ces derniers dans la formation de la BHE, a conduit au développement de modèles 
co-culture qui associent ces deux types cellulaires. 
 
3.1.2.2. Co-culture cellules endothéliales/péricytes 
 
 Bien que les péricytes soient en contact très étroit avec les cellules endothéliales 
cérébrales in vivo, leur rôle au sein de la BHE est bien moins caractérisé que celui des astrocytes. 
Ces modèles de co-culture permettent d’étudier, en particulier, l’influence des péricytes sur la 
BHE. 
 
 Le principe de la mise en place du modèle de co-culture avec les péricytes est identique 
à celui décrit avec les astrocytes (Figure 15). 
Des études sur des modèles murins ont montré que les péricytes étaient capables d’augmenter 
la TEER au sein des cellules endothéliales cérébrales en co-culture (Hayashi et al., 2004; 
Santaguida et al., 2006; Nakagawa et al., 2009), mais aussi de diminuer la perméabilité 
paracellulaire de ces cellules endothéliales (Hayashi et al., 2004; Dohgu et al., 2005). De plus, 
un milieu conditionné de péricytes induirait l’expression d’une protéine de jonctions serrées : 
l’occludine, au sein des cellules endothéliales (Hori et al., 2004a). Ces données tendent à 
démontrer que les péricytes pourraient améliorer les propriétés de la BHE, notamment au niveau 
de la perméabilité et de l’expression des protéines de jonctions serrées. 
 
 Toutefois, des modèles de co-culture mis en place avec des cellules d’origines bovine 
ou porcine, ont donné des résultats différents. En effet, le modèle de co-culture bovin, 
développé par l’équipe de Ruchoux, a obtenu une faible TEER et une augmentation de la 
perméabilité avec les péricytes en comparaison à la monocouche de cellules endothéliales 
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cérébrales (Ruchoux et al., 2002). Des résultats similaires ont été obtenus avec des modèles de 
co-culture d’origine porcine (Thanabalasundaram et al., 2010). 
 
 Par conséquent il est difficile, au vu de ces expériences, d’affirmer que les péricytes 
cérébraux influent, de manière directe, le phénotype de la BHE. Certaines études se sont alors 
intéressées à l’influence des autres types cellulaires de la BHE. 
 
3.1.2.3. Autres modèles de co-culture 
 
 Des études ont démontré que les neurones induisaient la production, au sein des cellules 
endothéliales, d’enzymes nécessaires à la BHE (Tontsch and Bauer, 1991). Par ailleurs, un 
modèle de co-culture associant les cellules RBE4 et des neurones corticaux, a permis de mettre 
en évidence qu’un contact direct entre les deux types cellulaires n’était pas nécessaire pour 
induire l’expression de l’occludine (Cestelli et al., 2001). De plus, des progéniteurs neuronaux 
en co-culture avec des cellules endothéliales cérébrales seraient capables d’induire une 
augmentation de la TEER ainsi qu’une diminution de la perméabilité à la sodium fluorescéine 
(Weidenfeller et al., 2007). 
 
 Enfin, un modèle mettant en co-culture des cellules endothéliales cérébrales bovines et 
des macrophages, a été développé par l’équipe de Zenker. Leur modèle permettait d’augmenter 
la TEER de 50% (Zenker et al., 2003). 
 
 Ces modèles co-culture de BHE génèrent une barrière très étanche, et sont très adéquats 
pour des études de perméabilité, sur les interactions entre les cellules, ainsi que pour 
l’identification et le développement de médicaments. Néanmoins, la BHE étant une unité 
complexe, certains modèles in vitro de BHE associent trois types cellulaires (cellules 
endothéliales, astrocytes et péricytes ou neurones). Ces modèles de tri-culture sont plus 
complexes mais permettent de se rapprocher davantage d’une BHE in vivo. 
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3.1.3. Les modèles tri-culture 
 
 Quelques modèles de tri-culture ont été développés. Ces modèles ont en commun deux 
types cellulaires : les cellules endothéliales cérébrales et les astrocytes, puis selon les modèles 
le troisième type peut être soit des péricytes, soit des neurones. 
 
3.1.3.1. Modèles tri-culture cellules 
endothéliales/astrocytes/péricytes 
 
 Parmi les tri-cultures existantes, celle de l’équipe de Nakagawa associe des cellules 
endothéliales cérébrales, des astrocytes et des péricytes cérébraux de rat (Nakagawa et al., 
2007), selon deux configurations (Figure 16). Les deux configurations, ainsi formées, ont été 
ensuite caractérisées avec des mesures de TEER et de perméabilité au sodium fluorescéine. La 
configuration, qui a présenté la plus forte étanchéité, est celle où les péricytes sont ensemencés 
sous la membrane microporeuse (côté basal) et les cellules gliales au fond du puits. Cette 
configuration a, ensuite, fait l’objet d’une caractérisation en termes d’expressions protéiques 
(Nakagawa et al., 2009). Cette étude a démontré que ce modèle de tri-culture exprimait à la fois 
des marqueurs de péricytes et d’astrocytes mais également des protéines de jonctions serrées et 
des transporteurs. 
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Figure 16 : Schémas représentant les deux configurations du modèle tri-culture développé par 
Nakagawa et al. (Nakagawa et al., 2007). 
 Par ailleurs, Al Ahmad et al. ont également développé un modèle de tri-culture 
réunissant ces trois types cellulaires. Néanmoins la configuration diffère de celles décrites 
précédemment (Al Ahmad et al., 2009). En effet, les astrocytes et les péricytes sont cultivés 
ensembles sur la membrane basale de l’insert (Figure 17). Dans ce modèle, ils ont montré que 
les propriétés restrictives de la BHE étaient renforcées, illustrées par une augmentation de la 
TEER et une diminution de la perméabilité paracellulaire. 
 Par la suite, Al Ahmad et al. ont repris ces trois types cellulaires afin de constituer un 
nouveau système, composé d’une matrice (et non de part et d’autre d’un insert) dans laquelle 
les cellules pouvaient former des structures tridimentionnelles (Al Ahmad et al., 2011). Ce 
système leur a permis ainsi d’étudier les interactions entre les cellules en condition 
physiologique, mais également en condition hypoxique. 
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Figure 17 : Schéma du modèle développé par Al Ahmad et al. (Al Ahmad et al., 2011). 
 
 Le modèle développé par Wilhelm et al. confirme le rôle des péricytes dans le 
renforcement des propriétés de la BHE (Wilhelm et al., 2011). En effet, dans leur modèle tri-
culture de rat, les péricytes sont cultivés sous la membrane de l’insert et les astrocytes au fond 
du puits. Ce modèle a obtenu une TEER élevée, une faible perméabilité paracellulaire mais 
exprimait également des transporteurs. 
 
 Toutefois, l’équipe d’Hatherell a développé un modèle de tri-culture humain, qui a 
obtenu des résultats différents de ceux décrits précédemment (Hatherell et al., 2011). En effet, 
l’ajout de péricytes au modèle de co-culture cellules endothéliales/astrocytes, n’a pas induit 
d’augmentation de TEER supplémentaire, mais au contraire une diminution de ce paramètre a 
été observée. Ce qui va à l’encontre des résultats obtenus, notamment par Nakagawa et al., 
puisque le modèle d’Hatherell et al. suggère plutôt un effet négatif des péricytes sur la résistance 
des jonctions serrées. 
 
 Enfin, plus récemment, l’équipe de Thomsen a développé un modèle de tri-culture 
porcin, dont la configuration est schématisée sur la Figure 18. Leur modèle a ainsi obtenu une 
très forte TEER (supérieure à 1000 Ω.cm²), une faible perméabilité et exprimait des protéines 
de jonctions serrées ainsi que des transporteurs. 
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Figure 18 : Schéma représentant le modèle tri-culture développé par Thomsen et al. (Thomsen et 
al., 2015). 
 
 La connaissance des péricytes cérébraux, ainsi que leurs effets sur la BHE, reste à 
approfondir puisque les résultats obtenus sont contradictoires d’un modèle à l’autre, et d’une 
espèce à l’autre. D’autres études se sont, alors, intéressées à l’influence d’autres types 
cellulaires et particulièrement celle des neurones. 
 
3.1.3.2. Modèles tri-cultures cellules 
endothéliales/astrocytes/neurones 
 
 Il existe peu de modèles tri-culture utilisant les neurones, puisque ces derniers 
appartiennent à l’unité neurovasculaire, mais leur rôle au sein de la BHE est encore controversé. 
Néanmoins Schiera et al. ont décrit un nouveau modèle de tri-culture associant la lignée 
endothéliale RBE4, des astrocytes et des neurones de rat (Schiera et al., 2005) dont la 
configuration est schématisée par la Figure 19. Ils ont caractérisé leur modèle par des mesures 
de perméabilité et par l’expression de la protéine occludine. Cependant la TEER du modèle n’a 
pas été réalisée. Ils ont ainsi obtenu une diminution de la perméabilité et une expression de la 
protéine occludine. 
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Figure 19 : Schéma d’un modèle tri-culture associant cellules endothéliales cérébrales, astrocytes 
et neurones. 
 
 Plus récemment, l’équipe de Xue a également développé un modèle tri-culture de rat 
utilisant des neurones, qui adopte la même configuration illustrée en Figure 19. Toutefois, les 
cellules utilisées proviennent toutes de cultures primaires. Ils ont ainsi obtenu une augmentation 
de la TEER avoisinant 250-300 Ω.cm², une diminution de la perméabilité à la sodium 
fluorescéine, une augmentation de l’activité de la gamma-glutamyl transpeptidase et une 
expression des protéines de jonctions serrées ainsi que des transporteurs (Xue et al., 2013). 
 Ces modèles tri-culture, utilisant les neurones, permettent d’étudier l’unité 
neurovasculaire dans sa globalité. Ainsi il est possible de comprendre les processus 
physiologiques et plus particulièrement pathologiques liés à cette unité tels que les maladies 
cérébrovasculaires, la maladie d’Alzheimer, l’hypertension ou l’épilepsie. 
 
3.1.3.3. Avantages et limites des modèles in vitro statiques 
 
 Ces modèles in vitro statiques, notamment les plus complexes (co- et tri-cultures), 
permettent d’étudier la physiologie, la physiopathologie de la BHE mais également de 
développer des thérapeutiques liées au dysfonctionnement du SNC (Helms et al., 2016). Ces 
études sont possibles car ces modèles se rapprochent de l’anatomie d’une BHE in vivo, et qu’ils 
génèrent une barrière très étanche. Ceci est notamment essentiel pour les études de 
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perméabilités, des interactions entre les cellules, ainsi que pour le développement de 
médicaments (He et al., 2014). Cependant, malgré la complexité de ces systèmes, ils ne tiennent 
pas compte des forces de cisaillement, appelées « shear stress », qui jouent un rôle essentiel 
dans l’induction et le maintien du phénotype de la BHE (Naik and Cucullo, 2012; 
Prabhakarpandian et al., 2013). 
 
 Afin de pallier à cette absence, des modèles dynamiques ont été développés. Ces 
systèmes prennent en compte ces forces de cisaillement. 
 
3.2. Modèles in vitro dynamiques de BHE 
 
 Les forces de cisaillement sont générées par le flux sanguin. Il a été démontré que ce 
flux affectait la fonction des cellules endothéliales de la BHE, notamment au niveau de 
l’expression des transporteurs et des protéines de jonctions serrées (Tarbell, 2010). En effet, le 
fait d’inclure un flux au système augmenterait l’expression de ZO-1 et diminuerait la 
perméabilité de cellules endothéliales cérébrales humaines (Siddharthan et al., 2007). Ceci a 
conduit au développement de nouveaux systèmes in vitro dynamiques de BHE. Il existe deux 
principaux modèles : le modèle dynamique et le modèle microfluide. La principale différence 
de ces modèles, par rapport à ceux décrits précédemment, est l’inclusion d’un flux créant des 
forces de cisaillement à la surface des cellules (Wilhelm et al., 2011). 
 
3.2.1. Le modèle dynamique 
 
 Il existe deux types de modèles dynamiques : le système « cone-plate » et le modèle 
DIV (« Dynamic In Vitro »). 
 
3.2.1.1. Le système « cone-plate » 
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 L’équipe de Bussolari est la première à tenter de mimer un modèle de BHE dynamique, 
en développant un modèle composé d’un cône et d’un viscosimètre (Bussolari et al., 1982), qui 
est illustrée par la Figure 20. Ce système leur permet d’exposer les cellules à un « shear stress » 
laminaire et pulsatile. En effet, la vitesse angulaire et l’angle du cône vont générer ce flux. 
Cependant, ce dernier n’est pas distribué de façon équivalente sur la surface de la plaque. Par 
conséquent, les cellules endothéliales reçoivent un « shear stress » différent selon leur 
localisation sur la plaque, ce qui ne reproduit pas les conditions in vivo. Par ailleurs, ce système 
ne peut pas inclure d’autres types cellulaires, tels que les astrocytes et/ou les péricytes, ce qui 
limite les applications de ce modèle. 
 
 
Figure 20 : représentation schématique du système « cone-plate » extrait de Naik et al. (Naik 
and Cucullo, 2012). La monocouche de cellules endothéliales est exposée à un « shear stress ». 
L’angle du cône ainsi que la vitesse angulaire génèrent ce « shear stress ». 
 
 Afin d’inclure à la fois un « shear stress » et d’autres types cellulaires, des fibres creuses 
microporeuses ont été utilisées, et ont permis de développer le modèle DIV. 
 
3.2.1.2. Le système DIV 
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 Ce système permet de développer un modèle de co-culture ainsi que de créer un flux 
intraluminal, qui traverse un support artificiel mimant un capillaire. Les fibres de ce capillaire 
sont microporeuses et coatées avec de la pronectine pour faciliter la co-culture. Dans ce modèle, 
les cellules endothéliales et les astrocytes sont placés, respectivement, à l’intérieur et à 
l’extérieur des fibres microporeuses. Le milieu est ensuite introduit dans le système par une 
pompe, qui génère un flux intraluminaire, dont la vitesse pulsatile est régulée afin de produire 
un « shear stress » et une pression interne physiologique comparable aux conditions in vivo. Le 
flux est généralement de 5 à 23 dynes/cm², et afin de maintenir le microenvironnement stable, 
des tubes perméables aux gaz sont utilisés pour permettre les échanges en O2 et en CO2 (Naik 
and Cucullo, 2012). Le dispositif est illustré en Figure 21. 
 
 
Figure 21 : schéma du système DIV extrait de Naik et al. (Naik and Cucullo, 2012). Dans ce 
système les cellules sont ensemencées de part et d’autre des fibres microporeuses. Le capillaire 
artificiel est continuité avec une source de milieu et est exposé à un flux pulsatile, généré par un 
mécanisme de pompe. 
 
 Ce modèle DIV a été utilisé en co-cultivant des cellules endothéliales aortiques bovines 
et la lignée C6 de rat. Ce modèle dynamique a généré une TEER dix fois plus importante que 
celle observée sur insert, ainsi qu’une perméabilité respectivement dix fois et cinq fois plus 
faible pour le sucrose et la phénytoine (Santaguida et al., 2006). 
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 En 2008, l’équipe de Cucullo développe un modèle dynamique avec des cellules 
endothéliales cérébrales humaines. Ils ont ainsi observé une TEER avoisinant 1200 Ω.cm² et 
une faible perméabilité pour le sucrose et la phénytoine (Cucullo et al., 2008). 
 Ce modèle dynamique type DIV mime davantage une BHE in vivo, que les modèles 
statiques, puisqu’il réplique ses propriétés anatomiques et physiologiques. Ce système permet 
d’étudier les mécanismes impliqués dans des pathologies cérébrovasculaires systémiques telles 
que l’ischémie cérébrale et les œdèmes cérébraux. Plus récemment, ce système a été amélioré 
afin de permettre la migration cellulaire, élargissant ainsi les applications aux pathologies 
neuroinflammatoires telle que la maladie d’Alzheimer (Naik and Cucullo, 2012). 
 
 Toutefois, malgré de nombreux avantages (faible perméabilité, TEER élevée, 
physiologie comparable à celle in vivo), ce modèle dynamique présente des limites qu’il faut 
prendre en compte avant de commencer une étude. Tout d’abord, le design du dispositif ne 
permet pas de visualiser l’intérieur des fibres et donc d’étudier les changements 
morphologiques et/ou phénotypiques des cellules endothéliales (He et al., 2014). Par ailleurs, 
contrairement aux modèles statiques, ce modèle n’est pas adéquat pour l’étude de perméabilité 
aux médicaments en raison de la complexité du système. Enfin, la caractérisation cellulaire est 
possible mais limitée puisqu’elle nécessite de récupérer les cellules à l’intérieur des fibres. Cette 
procédure invasive peut altérer, de façon plus ou moins sévère, les caractéristiques 
morphologiques et physiologiques des cellules (Naik and Cucullo, 2012). 
 
 Afin de pallier à ces limites, des modèles in vitro de BHE reposant sur des microfluides 
ont été développés. 
 
3.2.2. Les modèles microfluides 
 
 Il existe deux types de modèles microfluides : le modèle µBBB (microfluide) et le 
modèle avec une microvascularisation synthétique (SyM-BBB). 
 
3.2.2.1. Le modèle µBBB 
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 Deux types de modèle µBBB se distinguent dans la littérature. Le premier type est 
composé de deux canaux perpendiculaires, qui se croisent permettant ainsi un flux dynamique. 
A l’intersection de ces canaux se trouve une membrane microporeuse en polycarbonate, 
permettant la co-culture de cellules. De part et d’autre de cette membrane sont inclus des 
électrodes afin de mesurer la TEER (Figure 22). Enfin, une pompe et un système de tubes 
perméables aux gaz sont utilisés pour générer un « shear stress » et permettre les échanges en 
O2 et en CO2 (He et al., 2014).  
 
 
Figure 22 : schéma modèle µBBB extrait de l’article He et al. (He et al., 2014). (A) représentation 
globale du système. (B) dimension 3D de la membrane microporeuse. 
 
 Dans ce modèle il a été ensemencé, respectivement, des cellules endothéliales et des 
astrocytes sur les surfaces apicale et basale de la membrane. Ce modèle µBBB améliore la 
TEER et peut être utilisé pour des études de perméabilité (Booth and Kim, 2012). 
 
 Le deuxième type de µBBB est composé de deux chambres horizontales connectées par 
une structure microporeuse. Les cellules endothéliales, en suspension, sont introduites dans la 
chambre « cérébrale » et emprisonnées dans les pores en raison du gradient de pression (Figure 
23).  
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Figure 23 : schéma du dispositif extrait de l’article He et al. (He et al., 2014). 
 
 L’équipe de Yeon a utilisé ce dispositif avec des cellules endothéliales humaines 
cultivées dans du milieu conditionné d’astrocytes, en appliquant un « shear stress » de 0,28-
8,91 dynes/cm² (Yeon et al., 2012). Ils ont ainsi démontré que la perméabilité de ce système 
pour trois molécules était corrélée à leur taille, suggérant que ce modèle pourrait être utilisé 
pour les études de perméabilité de nouveaux médicaments. Cependant aucune mesure de TEER 
n’a été réalisée. Par ailleurs, deux limites se distinguent : (1) l’absence d’interactions entre 
plusieurs types cellulaires et (2) ce modèle ne reproduit pas la microvascularisation in vivo. 
 
3.2.2.2. Le modèle SyM-BBB 
 
 Ce modèle possède deux micro-canaux séparés par des micro-pilliers espacés de 3µm. 
Ces pilliers miment la membrane microporeuse du modèle µBBB. Les cellules endothéliales 
sont introduites dans la chambre « sanguine » par les entrées 1 et 2, tandis que le milieu 
conditionné ou les astrocytes sont introduits par l’entrée 3 (Figure 24). La vitesse du flux du 
milieu dans les chambres génère le « shear stress ». Le design du dispositif correspond 
davantage à la microcirculation in vivo (He et al., 2014). 
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Figure 24 : schéma du modèle SyM-BBB, extrait de l’article He et al. (He et al., 2014). 
 
 Prabhakarpandian et al. ont démontré que le milieu conditionné augmentait l’expression 
des protéines de jonctions serrées des cellules endothéliales RBE4 et diminuait la perméabilité 
de ce modèle. L’activité d’efflux a révélé la fonctionnalité de la pompe Pgp, suggérant que ce 
modèle peut être appliqué à des études de perméabilité aux médicaments (Prabhakarpandian et 
al., 2013). Cependant, l’absence d’électrode dans le système ne permet pas d’effectuer des 
mesures de TEER, et le système ne peut inclure que deux types de cellules. Toutefois, le modèle 
SyM-BBB présente de nombreux avantages tels que l’étude de la migration cellulaire permise 
par les pilliers d’épaisseur inférieure à 10 µm, la possibilité d’effectuer de la microscopie en 
raison de la transparence du matériel (He et al., 2014). 
 
 Dans ce point 3, nous avons pu voir qu’il existait de nombreux modèles in vitro de BHE 
dans la littérature, qu’ils soient statiques ou dynamiques. Le choix du modèle doit être approprié 
et réfléchi afin de gagner du temps et limiter les coûts. 
 
4. Sélection du modèle approprié 
 
 Quand des recherches sur la BHE sont entreprises, il est nécessaire de sélectionner le 
modèle in vitro le plus adéquat. Le choix de ce dernier doit être déterminé en fonction du but 
final de l’étude, afin d’avoir une interprétation précise des données. 
 Si l’objectif est d’étudier la perméabilité de la BHE, il est préférable de s’orienter vers 
des modèles de co-culture. Par ailleurs, si l’étude porte sur la migration et le trafic cellulaire, 
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les modèles dynamiques de type microfluide restent le meilleur choix en raison de la faible 
épaisseur entre les cellules endothéliales et les astrocytes, ainsi que l’inclusion du « shear 
stress ». Enfin, si l’objectif est d’explorer les voies de signalisation, effectuer des mesures 
d’affinité de liaison ou des études de cinétique de transport, les modèles mono-cultures sont 
plus utiles de par leur simplicité (He et al., 2014).  
 Toutefois, les résultats obtenus doivent être validés par des modèles plus sophistiqués 
ou des études in vivo, avant de dessiner une conclusion globale. Il est également recommandé 
de valider les résultats avec des cellules humaines car des différences entre les espèces peuvent 
exister (He et al., 2014). 
 
 Malheureusement, il n’existe pas de modèle idéal, chacun des modèles décrits 
précédemment présente des avantages et des limites. Par conséquent, un consensus doit 
être fait selon l’étude entreprise. De ce point de vue, une faible perméabilité paracellulaire, 
des valeurs de TEER élevées autour de 100 Ω.cm², l’expression de protéines de jonctions 
serrées, ainsi que la fonctionnalité de transporteurs ABC et SLC, semblent être les critères 
les plus essentiels pour un modèle in vitro de BHE. Le choix du modèle dépendra donc de 
l’objectif poursuivi. Même si les expériences menées in vivo restent indispensables à 
l’étude du fonctionnement de la BHE dans l’organisme, elles sont confrontées à des 
difficultés éthiques et de mise en œuvre, voire d’interprétation des résultats du fait d’une 
trop grande complexité. De ce fait, les modèles in vitro, qui représentent une approche 
plus facile, trouvent de nombreuses applications, notamment au niveau de la recherche 
fondamentale sur les mécanismes impliqués dans des conditions pathologiques sur la BHE 
comme l’hypoxie. Ce point sera développé dans le chapitre suivant et au cours de ce travail 
de thèse. 
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Chapitre 3 : Effets des conditions hypoxiques sur 
la BHE 
 
 Un des principaux rôles de la barrière hémato-encéphalique est de maintenir 
l’homéostasie, essentielle au bon fonctionnement du cerveau. L’homéostasie désigne la 
capacité d’un système (ici le cerveau) à réguler son milieu intérieur, afin de le maintenir en 
équilibre. Les tissus, ainsi que les cellules, sont capables de s’adapter à certains stimuli qui 
peuvent modifier ce microenvironnement. Cependant, quand ceux-ci sont trop sévères, ils 
peuvent entrainer des pathologies. L’un des stimuli pouvant affecter cette homéostasie est 
l’hypoxie (Keller, 2013). L’hypoxie est un terme qui désigne une situation où la disponibilité 
en oxygène est réduite (Ogunshola and Al-Ahmad, 2012). Ce facteur est observé dans de 
nombreuses pathologies du SNC, telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, 
l’accident vasculaire cérébral… Cette hypoxie est souvent associée à un dysfonctionnement de 
la BHE. L’un des défis, dans le traitement de ces pathologies, est d’identifier et de comprendre 
la provenance de cette perte d’intégrité, observée au sein de la BHE. Une meilleure 
compréhension permettrait, a posteriori, de développer des thérapeutiques afin de prévenir ou 
de traiter le dysfonctionnement de cette barrière. Pour cela, les modèles in vitro, développés 
dans le chapitre précédent, sont souvent utilisés afin de comprendre l’impact cellulaire de cette 
hypoxie sur la BHE. Il existe deux types d’hypoxie qui seront détaillées dans ce chapitre. 
 
1. Voie cellulaire de l’hypoxie 
 
1.1. Définition de l’hypoxie 
 
 L’hypoxie est considérée comme un stimulus sévère dans de nombreux processus 
physiologiques, notamment lors du développement, mais elle est également responsable ou 
contribue à la progression de certaines maladies (Ogunshola and Al-Ahmad, 2012). Pour 
assurer la survie d’un tissu en conditions hypoxiques, les cellules doivent être capables de 
passer d’un métabolisme aérobie à celui anaérobique jusqu’à ce que le niveau en oxygène soit 
rétabli. Toutefois, la demande en oxygène et la sensibilité à la privation en oxygène, diffèrent 
d’un tissu ou d’un organe à l’autre, ce qui signifie que l’exposition à une hypoxie peut avoir 
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des conséquences différentes selon les cellules étudiées. En effet, le SNC est un système qui 
consomme une forte quantité d’oxygène. En condition de repos il sollicite, à lui seul, 15 à 20% 
du débit cardiaque total, ainsi que 20 % de l’apport en oxygène artériel (Ogunshola and Al-
Ahmad, 2012). Une telle consommation démontre d’une forte dépendance du tissu cérébral 
pour l’oxygène. Par conséquent, un changement au niveau du taux d’oxygène, peut entrainer 
des conséquences dramatiques pour l’homéostasie du SNC et l’intégrité de la BHE. 
 Afin de comprendre l’impact de l’hypoxie sur la BHE, il est nécessaire d’analyser les 
mécanismes cellulaires impliqués par de telles conditions. 
 
1.2. Mécanismes cellulaires impliqués dans l’hypoxie 
 
 L’hypoxie induit diverses voies de signalisation. Néanmoins, la réponse cellulaire est 
principalement menée par l’activation des médiateurs HIFs (« Hypoxia Inducible Factors ») 
(Fandrey and Gassmann, 2009; Engelhardt et al., 2014). Cette famille est composée, 
essentiellement, de trois membres : HIF-1, -2 et -3, dont HIF-1 est le plus caractérisé et est 
considéré comme le régulateur principal dans la réponse à l’hypoxie (Ogunshola and Al-
Ahmad, 2012). En effet, HIF-1 serait impliqué dans de nombreux mécanismes endogènes 
induits lors d’hypoxie cérébrale, en activant des gènes spécifiques dans la restauration de la 
demande en oxygène.  
 HIF-1 est un facteur de transcription hétérodimérique, constitué de deux sous-unités : la 
sous-unité α (HIF-1α) et la sous-unité β (HIF-1β). HIF-1α est une sous-unité sensible à 
l’oxygène, présente au sein du cytoplasme, tandis que la sous-unité β est indépendante de 
l’oxygène et exprimée dans le noyau, elle est aussi connue sous le nom d’ARNT (Wang and 
Semenza, 1993; Semenza, 2002). 
 En condition normoxique, c’est-à-dire en présence d’oxygène, la protéine HIF-1α est 
continuellement dégradée par l’hydroxylation des résidus prolines par des enzymes spécifiques 
appelées PHDs (« Prolyl Hydroxylase Domains ») (Jaakkola et al., 2001). Cette modification 
conduit à la reconnaissance par la protéine de Von Hippel Lindau qui va entrainer l’ubiquination 
et la dégradation de HIF-1α par la ligase E3 présente au sein du protéasome (Ogunshola and 
Al-Ahmad, 2012). Cette voie normoxique est illustrée sur la Figure 25. 
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Figure 25 : Schéma illustrant la voie normoxique. Les enzymes PHD vont hydroxyler les résidus 
proline présents au niveau de la protéine HIF-1α. Cette modification va être reconnue par la protéine 
Von Hippel Lindau (VHL) qui entraine une ubiquitination et la dégradation de la protéine dans le 
complexe protéasome par la ligase E3. 
 
 Lorsque la pression partielle en oxygène est réduite et entraine une hypoxie, les enzymes 
PHDs sont inhibées (Engelhardt et al., 2014). Par conséquent, le facteur de transcription HIF-
1α n’est plus dégradé et va s’accumuler dans le cytoplasme des cellules. Après phosphorylation 
de la protéine, HIF-1α est transportée dans le noyau où elle se lie à sa sous-unité β afin de 
former un complexe protéique HIF-1 fonctionnel. Par la suite, ce complexe va se fixer sur le 
promoteur des gènes cibles au niveau de la séquence RCGTC correspondant aux éléments de 
réponses à l’hypoxie (HRE) (Xia and Kung, 2009). La voie cellulaire de l’hypoxie est illustrée 
par la Figure 26. 
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Figure 26 : Schéma illustrant la voie hypoxique. Dans ces conditions, les enzymes PHDs sont 
inhibées, HIF-1α n’est plus dégradée. Elle va être phosphorylée et transportée dans le noyau où elle va 
se lier à sa sous-unité β, formant ainsi le complexe protéique HIF-1. Ce complexe va ensuite se fixer 
aux éléments de réponses de l’hypoxie de gènes cibles. 
 
 A ce jour, un grand nombre de gènes cibles de HIF-1 ont été identifiés (une trentaine). 
La plupart sont impliqués dans le passage du métabolisme en aérobie à celui de la glycolyse 
(GLUT-1), ainsi que dans l’angiogénèse (VEGF) ou la réparation tissulaire (Hofer et al., 2002; 
Maxwell and Ratcliffe, 2002). 
 
 Toutefois, la demi-vie de la protéine HIF-1α est autour de 4-6 minutes, ce qui rend sa 
mesure difficile en dehors des modèles in vitro (Moroz et al., 2009). C’est pourquoi des 
méthodes d’induction d’hypoxie ont été développées in vitro afin d’étudier l’impact de cette 
dernière sur les cellules d’un tissu. 
 
1.3. Méthodes in vitro d’induction de l’hypoxie 
 
 Ces méthodes d’induction sont récentes et permettent d’explorer les mécanismes 
cellulaires soulevés par des conditions hypoxiques par un ou plusieurs types cellulaires. Il 
existe, principalement, trois types de méthode d’induction de l’hypoxie in vitro : les enceintes 
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hermétiques, les milieux hypoxiques pré-conditionnés et les méthodes alternatives se reposant 
sur des agents chimiques. 
 
1.3.1.  Les enceintes hermétiques 
 
 Ce type d’enceinte est le dispositif le plus utilisé, pour faire varier la pression partielle 
en oxygène et induire ainsi une hypoxie. En effet, ces enceintes permettent de contrôler et de 
réguler le taux en oxygène, ainsi que le taux en CO2, l’humidité et la température, qui sont des 
paramètres vitaux à la culture cellulaire. Les enceintes hypoxiques, les plus récentes, peuvent 
faire varier la fraction en oxygène dans le mélange gazeux de 0,1 à 23 % (In Vivo Ruskin 
Technologies, USA). 
 
 En 2000, Fischer et al. ont utilisé ce type de dispositif pour induire une hypoxie pendant 
24 heures, sur des cellules endothéliales cérébrales porcines. Pour cela, ils ont diminué la 
fraction en oxygène, jusqu’à atteindre 2 % (Fischer et al., 2000). Cette diminution en oxygène 
se fait grâce à un mélange de gaz comprenant 93 % d’azote, 2 % d’oxygène et 5 % de dioxyde 
de carbone. 
 
 En 2011, Al Ahmad et al. ont utilisé le même dispositif. Toutefois, ils ont fait descendre 
la fraction en oxygène jusqu’à 1 % pendant 48 heures ; sur un modèle de tri-culture de BHE 
(Al Ahmad et al., 2011). En 2013, Engelhardt et al. ont utilisé le même dispositif que celui de 
Al Ahmad et al, mais sur des cellules endothéliales cérébrales de rat (Engelhardt et al., 2014). 
 
 Par ailleurs, ces enceintes peuvent également être utilisées pour induire des hypoxies 
intermittentes, qui seront détaillées ultérieurement. Par exemple, l’équipe de Prabahkar a utilisé 
ce type d’enceinte pour obtenir des cycles courts d’hypoxie en exposant les cellules à 21 % 
d’oxygène pendant 3 minutes, suivi par 1 % d’oxygène pendant 15 secondes (Adhikary et al., 
2001). Néanmoins, pendant la période d’hypoxie, 45 secondes ont été nécessaires pour que le 
taux d’oxygène ambiant diminue à 1 % et 50 secondes pour remonter à 21 %. 
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 En 2005, Gozal et al. utilisent des cycles plus longs, en exposant leurs cellules à 21 % 
d’oxygène pendant 25 minutes suivi de 5 % d’oxygène pendant 35 minutes (Gozal et al., 2005). 
 
 Toutefois, ces dispositifs sont couteux et sont dépendants des contraintes liées à 
l’utilisation de gaz (arrivée de plusieurs gaz en salle de culture, risques de fuites, coûts des 
différents gaz…), mais restent la meilleure méthode pour abaisser la pression en oxygène dans 
le milieu des cellules. Cependant, d’autres systèmes ont été développés. 
 
1.3.2.  Les milieux hypoxiques pré-conditionnés 
 
 Dans ce cas, le milieu de culture est « bullé » avec un mélange gazeux, pour faire 
descendre le taux en oxygène. 
 En 2004, une équipe japonaise a induit une hypoxie, sur un modèle de co-culture de 
BHE, en faisant « buller » leur milieu de culture pendant 6 heures à 37 °C avec de l’azote. Ils 
ont ainsi mesuré au bout de 6 heures, une fraction en oxygène de 1 % (Hayashi et al., 2004). 
 
 En 2010, Polotsky et al. ont cultivé des cellules en flasques T75, qu’ils ont placées dans 
un bain marie, permettant ainsi de maintenir la température à 37 °C. Le milieu de culture est 
ensuite « bullé » pendant 5 minutes avec un mélange gazeux ne comprenant pas d’oxygène 
suivi de 5 minutes avec un mélange contenant 14 % d’oxygène (Figure 27). Ils ont ainsi 
effectué 6 cycles/heure pendant 8 heures (Polotsky et al., 2010). 
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Figure 27 : Représentation schématique du modèle de Polotsky extrait de l’article de Ryan et al. 
(Ryan et al., 2005). 
 
 Toutefois, ce type de modèle soulève la question du maintien de la stérilité, avec la 
possibilité de contamination des cellules. De plus, le « bullage » du milieu peut générer du 
« shear stress » capable d’interférer avec les effets propres de l’hypoxie. 
 
 Enfin, des méthodes alternatives d’induction d’hypoxie ont été développées en utilisant 
des agents chimiques. 
 
1.3.3.  Les méthodes d’induction d’hypoxie utilisant des agents 
chimiques 
 
 Ces méthodes  peuvent être utiles pour étudier les mécanismes cellulaires et 
moléculaires, induits par un stress hypoxique, en raison de la courte demi-vie de la protéine 
HIF-1α. Ces méthodes d’induction reposent, essentiellement, sur l’utilisation d’inhibiteurs des 
enzymes PHDs, décrites précédemment, puisque ces inhibiteurs permettent de stabiliser la 
protéine HIF-1α. Ainsi, ces inhibiteurs créent un environnement cellulaire hypoxique et 
représentent une méthode adéquate dans la compréhension des premières étapes des 
mécanismes impliqués par l’hypoxie.  
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 L’inhibiteur, le plus utilisé dans la littérature, est le chlorure de cobalt (Yang et al., 2004; 
Wang et al., 2012; Engelhardt et al., 2014). En 2014, Cervellati et al. utilisent le chlorure de 
cobalt (CoCl2) pour induire une hypoxie. Néanmoins, ils ont pu constater une certaine 
cytotoxicité de cet agent pour leurs cellules. En effet, le chlorure de cobalt activerait la caspase-
3 et conduirait à l’apoptose des cellules (Cervellati et al., 2014). 
 
 L’équipe d’Engelhardt a également eu recours à ces méthodes alternatives en utilisant 
trois inhibiteurs : le chlorure de cobalt (CoCl2), le deferoxamine (DFO) et le 
diméthyloxaglycine (DMOG). Ils ont ainsi démontré que la stabilisation de HIF-1α était plus 
importante avec le DFO ainsi qu’avec le CoCl2. L’induction par le DMOG est plus modeste. 
Par ailleurs, ils ont montré des résultats similaires avec ces inhibiteurs que ceux obtenus avec 
une hypoxie physique (enceinte hermétique) (Engelhardt et al., 2014). 
 
 Même si ces méthodes d’induction chimique n’abaissent pas physiquement la pression 
en oxygène, elles restent des moyens adéquats pour étudier les mécanismes cellulaires et 
moléculaires impliqués par l’hypoxie. De plus, l’induction de l’hypoxie par ces méthodes est 
contrôlable, reproductible, réversible et de faibles coûts. De plus, d’autres inhibiteurs émergent 
tels que l’hydralazine, qui sera décrite dans mes travaux personnels. 
 
 Il n’existe pas de méthode d’induction d’hypoxie parfaite. Néanmoins, les méthodes 
décrites précédemment, permettent d’étudier l’impact de cette hypoxie sur les cellules, et 
notamment sur des modèles de BHE (système qui nous intéresse dans ce travail). Dans la 
littérature, deux types d’hypoxie sont décrites : l’hypoxie aigüe et l’hypoxie intermittente. 
 
2. Impact de l’hypoxie sur la BHE 
 
 Une hypoxie aigüe désigne une diminution brutale de la quantité d’oxygène apportée 
aux organes par la circulation sanguine. 
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 La BHE est très sensible à des conditions hypoxiques, en raison de son rôle dans le 
maintien de l’homéostasie du SNC. Des altérations de la BHE peuvent être observées en 
réponse à l’hypoxie (Petito, 1979), et entrainer ou accentuer certaines pathologies 
neurologiques, telles que l’accident vasculaire cérébral, la maladie d’Alzheimer, les désordres 
provoquées par l’hypoxie d’altitude ou encore la maladie de Parkinson (Rosenberg, 2012; 
Keller, 2013). 
 
2.1. Pathologies du SNC liées directement à l’hypoxie aigüe 
 
 Deux pathologies cérébrales sont directement liées à une hypoxie aigüe : l’accident 
vasculaire cérébral et l’œdème cérébral de haute altitude. 
 L’accident vasculaire cérébral correspond à l’obstruction ou à la rupture d’un vaisseau 
sanguin, qui alimente le cerveau. Cet évènement va entrainer un arrêt de la circulation 
sanguine. Par conséquent, le cerveau n’est plus approvisionné en oxygène et en 
nutriments essentiels (del Zoppo and Hallenbeck, 2000; Petty and Wettstein, 2001). Le 
traitement a pour but de désobstruer l’artère touchée. Toutefois, selon la gravité de 
l’accident vasculaire cérébral, le patient peut avoir des séquelles, plus ou moins, 
importantes. En effet, lors d’un AVC une augmentation de la perméabilité de la BHE 
est observée (Kempski, 2001). 
 
 L’œdème cérébral de haute altitude appartient à la famille des maladies de hautes 
montagnes. Ces pathologies touchent principalement une population touristique, qui 
n’est pas acclimatée aux changements d’altitude (Gallagher and Hackett, 2004). Cet 
œdème cérébral de haute altitude est caractérisé par une altération de la concentration, 
pouvant évoluer vers des instants de confusion (Verges et al., 2016), des comportements 
psychiatriques, une ataxie (c’est-à-dire un manque de coordination) voire dans le cas 
plus grave un coma profond pouvant entrainer le décès de la personne (Hackett and 
Roach, 2004). Dans ce cas de pathologie, le traitement repose sur l’oxygénothérapie, la 
perfusion de solutés hyperosmotiques tel que le mannitol, ou l’injection de corticoïdes 
à fortes doses. Si le traitement n’est pas efficace, il est vital de descendre le patient à 
basse altitude avant que l’état du patient ne se dégrade ou de le placer dans un caisson 
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de compression « ambulatoire ». La redescente a, généralement, un effet spectaculaire 
puisque les troubles disparaissent rapidement sans laisser de séquelles. La formation de 
ces œdèmes en haute altitude reste encore mal comprise. Toutefois, une des hypothèses 
à leur survenue serait que l’hypoxie d’altitude altère la BHE (Hackett and Roach, 2004). 
Néanmoins, cette hypothèse reste encore à être vérifiée. 
 
 Ces deux pathologies ont montré que l’hypoxie aigüe pouvait entrainer de graves 
conséquences pour le patient. De plus, dans les deux cas, une relation entre l’hypoxie et la BHE 
a été soulevée. C’est pourquoi de nombreuses études se sont intéressées à étudier, in vivo et in 
vitro, l’impact de cette hypoxie aigüe sur la BHE. 
 
2.2. Effets de l’hypoxie aigüe sur la BHE 
 
 De nombreuses études, utilisant des modèles in vitro de BHE, indiquent que l’hypoxie 
aigüe conduit à une augmentation de la perméabilité et/ou à une altération du complexe 
protéique des jonctions serrées de la BHE (Abbruscato and Davis, 1999; Fischer et al., 1999; 
Mark and Davis, 2002). De plus, un stress hypoxique pourrait également augmenter la 
perméabilité de la BHE par l’intermédiaire de la voie transcellulaire (Plateel et al., 1997; 
Cipolla et al., 2004). En effet, Fang et al. ont démontré qu’une hypoxie augmenterait 
l’expression de la pompe d’efflux Pgp (Fang et al., 2013). 
 
 Plus récemment, Al Ahmad et al. ont montré sur un modèle de tri-culture de BHE de rat 
(cellules endothéliales – astrocytes – péricytes), qu’une hypoxie aigüe conduisait à une 
altération de l’expression de deux protéines de jonctions serrées : claudin-5 et ZO-1. Malgré 
l’amélioration de la structure de la BHE, par l’ajout des astrocytes et des péricytes, des 
altérations de ces protéines sont toujours observées après un stress hypoxique aigüe (Al Ahmad 
et al., 2011). 
 
 L’équipe d’Engelhardt a étudié l’impact d’une hypoxie aigüe sur un modèle de mono-
culture de BHE de rat. Ils ont ainsi démontré que l’activation de la voie HIF-1, induisait une 
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ouverture de la BHE, illustrée par une altération au sein des protéines de jonctions serrées 
(Engelhardt et al., 2014). Dans leur modèle, ils ont observé que les protéines ZO-1 (Figure 28) 
et claudin-5 étaient délocalisées de la membrane plasmique des cellules, en condition 
hypoxique, pour se retrouver dans le cytoplasme. Toutefois l’occludine, autre protéine des 
jonctions serrées, ne semble pas être affectée par l’exposition à l’hypoxie. 
 
 
Figure 28 : Images prises au microscope à fluorescence et extraites de l’article d’Engelhardt et 
al. (Engelhardt et al., 2014). Ces images correspondent à l’immunomarquage de ZO-1 de cellules 
endothéliales cérébrales de rat (lignée RBE4), en conditions normoxiques et hypoxiques (48 heures à 
1% oxygène). Les flèches blanches indiquent l’altération de ZO-1 aux niveaux des membranes des 
cellules tandis que l’étoile correspond à la formation de jonctions dans le cytoplasme. 
 
 De plus, ils ont démontré, qu’en ajoutant des inhibiteurs de la voie HIF-1 (YC-1 et 
2ME2), plus aucune altération au sein des jonctions serrées n’était observée. Par ailleurs, ils ont 
également observé une augmentation de VEGF dans les cellules, après exposition à l’hypoxie. 
Or VEGF est connu pour diminuer l’expression de ZO-1, et induire un réarrangement de cette 
protéine au sein des cellules endothéliales cérébrales (Fischer et al., 2002; Yeh et al., 2007). 
Ainsi, ils ont proposé un mécanisme pouvant expliquer l’impact de l’hypoxie aigüe sur la BHE, 
qui est illustré en Figure 29. En effet, l’hypoxie induirait la voie de HIF-1, qui activerait le 
gène cible de VEGF. La sécrétion de ce VEGF participerait à l’altération des protéines de 
jonctions serrées, en augmentant la phosphorylation et la délocalisation de ces protéines. 
Toutefois, ils n’excluent pas un effet des autres gènes cibles de HIF-1 sur l’expression des 
protéines de jonctions serrées. 
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 L’équipe de Zehendner propose un autre mécanisme d’action de l’hypoxie. En effet, ils 
ont montré dans leur modèle de BHE que l’hypoxie conduisait à la production de ROS au sein 
des cellules endothéliales cérébrales. La production de ces ROS entrainerait une altération au 
sein des jonctions serrées provoquant une ouverture de la BHE (Zehendner et al., 2013). 
 
Figure 29 : Schéma illustrant un mécanisme d’action de l’hypoxie aigüe sur la BHE, et 
particulièrement sur les protéines de jonctions serrées, proposé par Engelhardt et al. 
(Engelhardt et al., 2014). 
 
 Cependant, certaines études rapportent que les cellules endothéliales de la BHE sont 
moins affectées par l’hypoxie, lorsqu’elles sont en contact avec un autre type cellulaire. En 
effet, Fischer et al. démontrent que l’ajout d’astrocytes au modèle de BHE, diminuerait 
l’expression de VEGF induit par l’hypoxie. Ceci conduirait à une diminution de la perméabilité 
(Fischer et al., 2000). Ces résultats confirment ceux obtenus par Kondo et al. (Kondo et al., 
1996). 
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 L’équipe d’Hayashi montre que les péricytes auraient également un effet protecteur 
contre l’hypoxie au niveau de la BHE. En effet, ils observent une diminution de la perméabilité 
après un stress hypoxique, sur un modèle de co-culture cellules endothéliales cérébrales- 
péricytes (Hayashi et al., 2004). 
 
 Enfin, une étude menée sur des rats a montré qu’une hypoxie similaire à celle observée 
en haute altitude, altérait la BHE (Natah et al., 2009). En effet, ils ont observé une augmentation 
de la perméabilité à la sodium fluorescéine. Cependant cette altération serait réversible ce qui 
pourrait expliquer que lorsque les patients redescendent à une altitude plus basse, leurs 
symptômes disparaissent. 
 
 Toutes ces études tendent à montrer que l’hypoxie aigüe n’est pas sans conséquence sur 
la BHE. En effet, elle entrainerait une altération de cette dernière, par diminution de 
l’expression des protéines de jonctions ainsi que par leur réarrangement au sein des cellules 
endothéliales. Or cette BHE maintient l’homéostasie du SNC et protège le cerveau. Par 
conséquent, si celle-ci est altérée cela expliquerait les pathologies décrites précédemment. 
Toutefois, certaines pathologies ne sont pas associées à une hypoxie aigüe, mais à une hypoxie 
intermittente. Dans ce cas, la question qui se pose est l’implication de ce type d’hypoxie sur la 
BHE. 
 
3. Hypoxie intermittente et BHE 
 
 L’hypoxie intermittente désigne une situation où l’organisme est exposé à des épisodes 
répétés d’hypoxie, plutôt courts, suivis de réoxygénation. Même si ce type d’hypoxie est moins 
décrit dans la littérature, certaines pathologies correspondent à ce type de stress. Il est donc 
nécessaire de comprendre les effets que peuvent engendrer cette hypoxie intermittente, afin de 
traiter ou de prévenir les conséquences cellulaires de ces pathologies. Nous nous intéresserons, 
par la suite, uniquement aux pathologies associées au SNC. 
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3.1. Pathologies neurologiques liées à l’hypoxie intermittente 
 
 Trois pathologies associées à une hypoxie intermittente, entrainant une atteinte du SNC, 
se distinguent dans la littérature : l’épilepsie, la rétinopathie de l’enfant prématuré et le 
syndrome d’apnées du sommeil (SAS). 
 
 L’épilepsie englobe un groupe hétérogène de conditions qui sont caractérisées par des 
crises récurrentes dues à un fonctionnement anormal de certains neurones. En effet, ces 
derniers sont hyperexcitables et vont synchronisés, de façon anormale, leur activité. 
Ceci va entrainer une décharge excessive dans les réseaux neuronaux connectés. Les 
raisons d’une telle oscillation synchrone et pathologique, sont encore inconnues 
(Daneman, 2012). Néanmoins, il a été décrit que l’épileptogénèse est souvent associée 
à des épisodes répétés d’hypoxie-réoxygénation (Xiao-Dong et al., 2008). 
A ce jour, l’épilepsie est traitée par des médicaments anti-épileptiques : les AEDs. 
Toutefois, beaucoup de patients sont résistants à ces médicaments. Une des hypothèses 
est que le passage de ces AEDs, à travers la barrière hémato-encéphalique, serait altéré 
chez ces patients (Löscher and Potschka, 2002). En effet, le dysfonctionnement de cette 
barrière est critique dans le développement de traitement de cette pathologie (Oby and 
Janigro, 2006). Une déficience en transporteurs GLUT-1 au sein de la BHE, conduit par 
exemple à un syndrome épileptique (De Vivo et al., 1991, 2002). 
Cependant, il est difficile à dire si ce dysfonctionnement est une cause, ou une 
conséquence, des épisodes épileptiques (Daneman, 2012). 
 
 La rétinopathie du prématuré est une pathologie qui touche la rétine du nouveau-né 
prématuré. Selon la sévérité de cette rétinopathie, le développement neurologique de 
l’enfant peut être altéré (Msall et al., 2000). En effet, la rétine est appelée « la fenêtre 
du cerveau » en raison de sa forte connexion avec le tissu cérébral (Msall, 2006). Une 
des causes de rétinopathie chez l’enfant prématuré est la fluctuation du niveau 
d’oxygène, créant des hypoxies intermittentes (Penn et al., 1995; Cunningham et al., 
2000; Di Fiore et al., 2012). Lors de ces rétinopathies, l’unité neurovasculaire (cellules 
endothéliales – astrocytes – péricytes – neurones) est altérée (Chen and Smith, 2007), 
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et pourrait être une des causes des troubles neurologiques observés lors du 
développement ultérieur de l’enfant. 
 
 Le syndrome d’apnée du sommeil est un trouble respiratoire, provoqué classiquement 
par l’obstruction répétée des voies aériennes supérieures lors du sommeil. Cette 
obstruction est provoquée par un affaissement du pharynx lié à un relâchement 
musculaire, entrainant ainsi des épisodes répétés d’hypoxie (apnées) et de 
réoxygénation (Saunamäki et al., 2009). Ce syndrome est associé à de nombreuses 
pathologies, notamment cardiaque (Sin et al., 1999) et cérébrale (Yaggi et al., 2005). A 
ce jour le traitement, le plus efficace pour les patients ayant un syndrome sévère, est le 
port d’un appareil qui délivre de l’air en pression positive continue durant la nuit. 
Toutefois, ce dispositif est parfois mal toléré par le patient, malgré son efficacité, et est 
donc abandonné par ce dernier. Il est donc nécessaire de développer des thérapeutiques 
qui seront tous aussi efficaces mais mieux acceptées. 
Si les conséquences cardiaques entrainées par le SAS sont bien connues et décrites dans 
la littérature, les complications cérébrales restent encore à déterminer. Il a été observé 
que des troubles cognifitifs apparaissaient chez les patients atteints d’apnées du 
sommeil. Ceux-ci seraient provoqués par l’hypoxie intermittente chronique, qui 
entrainerait une perte neuronale au niveau de l’hippocampe (Goldbart et al., 2003; Zhu 
et al., 2007). Une des hypothèses serait que la BHE est altérée par l’hypoxie 
intermittente chronique, provoquant ainsi un changement au niveau de la plasticité 
synaptique, et par conséquent engendrerait des troubles cognitifs. Cette hypothèse 
physiopathologique a fait l’objet d’une revue de littérature (Lim and Pack, 2014). 
 
 Il est évident que l’hypoxie intermittente n’est pas sans conséquence sur l’organisme 
chez l’Homme, et plus particulièrement pour le cerveau. Par ailleurs, beaucoup d’études 
soulèvent un lien entre l’hypoxie intermittente et le fonctionnement anormal du SNC. Par 
conséquent des études, in vivo et certaines in vitro, se sont intéressées à comprendre l’impact 
cérébral de cette hypoxie intermittente. 
 
 
 
 110 
3.2. Effets de l’hypoxie intermittente sur la BHE 
 
 Peu d’études sont menées in vitro, en raison de la complexité d’induire une hypoxie 
intermittente. 
 Dans le cadre de la résistance aux médicaments anti-épileptiques, l’équipe de Xia-Dong 
s’est intéressée à l’effet d’une hypoxie répétée dans le temps sur des cellules endothéliales 
cérébrales de rat en culture (Xiao-Dong et al., 2008). Ils ont ainsi induit une hypoxie 
intermittente, pendant 8 jours, et ont observé une augmentation de l’expression de la protéine 
Pgp, qui est une pompe d’efflux. Cette augmentation d’expression est associée à une diminution 
de l’accumulation de la rhodamine 123 (substrat spécifique de la protéine Pgp) dans les cellules 
endothéliales, ce qui sous-tend que le substrat est efflué dans le milieu de culture. Ils en ont 
ainsi conclu qu’un stress hypoxique répété dans le temps augmentait l’expression de la protéine 
Pgp, ce qui pourrait contribuer à la pharmaco-résistance observée dans l’épilepsie. 
 
 Cela reste la seule étude menée à ce jour in vitro pour déterminer l’impact de l’hypoxie 
intermittente sur la BHE. Toutefois, de nombreuses études in vivo s’intéressent à l’impact de 
ce type d’hypoxie sur le fonctionnement cérébral. 
 
 L’équipe de Morken a étudié l’effet d’une hypoxie intermittente sur le développement 
cérébral de rats nouveaux-nés (Morken et al., 2013). Le profil de l’hypoxie intermittente exposé 
aux ratons, est illustré en Figure 30. Quatorze jours après leur naissance, les ratons sont exposés 
pendant 6 heures à 50 % d’O2, interrompues par trois épisodes consécutifs d’hypoxie (12 % O2) 
de 10 minutes, espacés chacun de 2 minutes. Ils ont ainsi observé un changement aux niveaux 
de la substance blanche, de la substance grise, ainsi qu’au niveau de la densité vasculaire. Par 
ailleurs, une altération au niveau de la perméabilité de la BHE semble être observée. De plus, 
ces changements sont plus sévères chez les animaux dont le poids est faible. 
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Figure 30 : Profil expérimental d’hypoxie intermittente sur des rats nouveaux-nés, d’après 
Morken et al. (Morken et al., 2013). 
 
 Cependant, la plupart des études menées in vivo sur l’hypoxie intermittente concerne 
des modèles du syndrome d’apnées du sommeil. 
 
 Philipps et al. ont exposés des souris, pendant 14 jours, à une hypoxie intermittente à 
raison de 12 heures par jour (Phillips et al., 2004). Le profil de l’hypoxie intermittente est 
illustré par la Figure 31. La fraction d’oxygène est abaissée jusqu’à atteindre 10 % et est 
maintenu pendant 1 minute, puis le contenu en oxygène du mélange gazeux est introduit dans 
les cages et réaugmente pour atteindre 21 % pendant 4 minutes. Ils ont ainsi observé une 
altération de la fonction endothéliale cérébrale après exposition à l’hypoxie intermittente. 
Néanmoins, les mécanismes induits par l’hypoxie intermittente, entrainant cette altération, 
restent encore inconnus. 
 
 112 
 
Figure 31 : Profil d’exposition à l’hypoxie intermittente de Philipps et al. (Phillips et al., 2004). 
 
 Dans la revue de Lim & Pack., ces derniers expliquent que les troubles cognitifs, 
observés chez les patients atteints d’apnées du sommeil, seraient provoqués par un changement 
au niveau de la BHE suite à une exposition à l’hypoxie intermittente, puisqu’une hypoxie aigüe 
induit une altération de la BHE (Schoch et al., 2002). Cependant, les conséquences d’une 
hypoxie intermittente sur la BHE ne sont pas encore très décrites dans la littérature. Dans leur 
revue, il propose plusieurs mécanismes, induits par l’hypoxie intermittente, qui pourraient 
altérer cette BHE (Lim and Pack, 2014). L’un de ces mécanismes repose sur la voie HIF-1 qui 
activerait des gènes cibles pouvant altérer à la fois la voie paracellulaire (protéines des jonctions 
serrées), et la voie transcellulaire (transporteurs). Cependant, cela reste des hypothèses qui 
nécessitent d’être approfondies et démontrées. 
 
 Récemment, l’équipe de Kim a étudié, in vivo, les mécanismes impliqués dans les 
troubles cognitifs des patients atteints de SAS. Pour cela, ils émettent l’hypothèse que l’hypoxie 
intermittente conduit à un dysfonctionnement de la myélinisation axonale, de la performance 
cognitive, ainsi qu’à un changement du taux de l’endothélin-1 et de la perméabilité de la BHE 
(Kim et al., 2015). L’endothélin-1 est une protéine souvent surexprimée dans le plasma des 
patients apnéiques (Ip et al., 2004). 
 Cette étude est la première à étudier l’impact de l’hypoxie intermittente sur la 
perméabilité de la BHE, dans le cadre du SAS. Cependant un lien entre l’augmentation de 
l’endothélin-1 et une ouverture de la BHE n’a pas été observé, malgré le fait que cette protéine 
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augmente la perméabilité de la BHE dans des modèles animaux d’AVC ischémique (Leung et 
al., 2009). Une des explications possibles, est qu’une régulation négative des récepteurs à 
l’endothélin-1 peut se produire au niveau des parois des vaisseaux sanguins durant des 
expositions d’hypoxie intermittente (Allahdadi et al., 2005), réduisant ainsi la sensibilité 
vasculaire de cette protéine. De plus, ils ont fait une évaluation globale de l’intégrité de la BHE 
avec un colorant, le Bleu Evans, ce qui peut sous-estimer l’impact local de l’hypoxie 
intermittente sur la perméabilité de la BHE. Des modèles in vitro pourraient apporter des 
informations complémentaires très précises. 
 
 A la vue de ce chapitre, il est évident que l’hypoxie est sans doute un facteur clé 
dans l’altération de la BHE, dans de nombreuses pathologies cérébrovasculaires. 
Toutefois, même si les conséquences d’une hypoxie aigüe sur cette barrière sont très bien 
décrites dans la littérature, les mécanismes cellulaires et moléculaires induits, par une 
hypoxie intermittente, restent encore peu connus et donc à déterminer. Les modèles 
cellulaires de BHE pourraient être utiles pour comprendre ces mécanismes, de par leur 
simplicité, et grâce aux méthodes d’induction d’hypoxie décrites dans ce chapitre. 
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Conclusion de l’Etude Bibliographique 
 
L’endothélium des capillaires cérébraux se distingue des autres endothélia par des 
caractéristiques qui lui sont spécifiques, telles que la présence de jonctions serrées, l’absence 
de fenestration et le faible transport vésiculaire. Il exprime, également, des transporteurs 
d’efflux et des enzymes de dégradation, essentiels à son fonctionnement. Ces différentes 
propriétés font de cet endothélium le siège de la barrière hémato-encéphalique, qui est 
responsable du maintien de l’homéostasie ainsi que de la protection du cerveau. Ce maintien 
est permis par les interactions cellulaires et moléculaires présentes au sein cette BHE, et faisant 
intervenir les astrocytes, les péricytes et les neurones. Toutefois, ces interactions sont difficiles 
à étudier in vivo, en raison de la complexité du tissu cérébral. C’est pourquoi, les dernières 
décennies ont vu se développer de nombreux modèles in vitro de BHE, qui facilitent l’étude de 
son fonctionnement ainsi que les interactions cellulaires en son sein. Cependant, ces modèles 
doivent reproduire le plus fidèlement possible les propriétés in vivo de la BHE, ce qui peut 
conduire à des modèles assez complexes (modèles tri-culture, modèles dynamiques). De ce fait 
une faible perméabilité, des valeurs de TEER élevées, ainsi que l’expression de protéines de 
jonctions serrées et de transporteurs de type ABC, semblent être les critères les plus essentiels 
pour un modèle in vitro de BHE. Toutefois, le choix du modèle dépend essentiellement de 
l’objectif poursuivi.  
Beaucoup de ces modèles sont utilisés pour étudier les mécanismes impliqués dans les 
pathologies cérébrovasculaires, telles que l’accident vasculaire cérébral, les troubles cognitifs, 
la maladie d’Alzheimer. L’un des facteurs communs associés à ces pathologies est l’hypoxie. 
L’hypoxie est un stimulus externe entrainant une diminution de la teneur en oxygène délivré 
par la circulation sanguine. Le cerveau, étant un grand consommateur d’oxygène, il est 
particulièrement sensible à ces fluctuations en taux d’oxygène. Cette hypoxie est souvent 
associée à une altération au niveau de la BHE. L’un des défis, dans le traitement de ces 
pathologies, est de comprendre et d’identifier la provenance du dysfonctionnement observé au 
sein de cette BHE. En effet, une meilleure compréhension permettrait de développer des 
stratégies thérapeutiques adéquates afin de prévenir et/ou de traiter ces pathologies. Néanmoins, 
si les conséquences d’une hypoxie aigüe sur la BHE sont très bien décrites dans la littérature, 
les mécanismes cellulaires et moléculaires provoqués par une hypoxie intermittente, restent 
encore à déterminer. 
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Dans ce travail de thèse, nous avons souhaité d’une part, mettre en place un modèle original in 
vitro de BHE, et d’autre part, mettre en place une méthode d’induction d’hypoxie intermittente 
reproductible afin d’étudier les conséquences de ce stimulus sur l’intégrité de la BHE. 
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Deuxième partie :  
Travaux Personnels 
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Chapitre 1 : Mise en place d’un modèle in vitro de 
BHE en co-culture contact 
 
 L’objectif de ce travail de thèse étant d’étudier l’impact d’un phénomène pathologique 
(hypoxie) sur la BHE, il a été nécessaire de mettre en place un modèle cellulaire de BHE, qui 
se rapproche le plus physiologiquement possible d’une BHE in vivo. De plus, ce modèle doit 
être reproductible et stable dans le temps afin de pouvoir étudier l’impact d’un ou plusieurs 
stress hypoxiques sur son intégrité. Pour cela, nous avons choisi d’utiliser des lignées cellulaires 
immortalisées, qui ont l’avantage d’être stables dans le temps et faciles à cultiver. En effet, les 
cellules primaires sont complexes à obtenir, en raison des difficultés liées à leur isolement, leur 
culture et leur courte durée de vie. Dans la littérature, les modèles in vitro de BHE utilisent, le 
plus souvent, des cellules endothéliales associées à des astrocytes (Deli et al., 2005; Wilhelm 
et al., 2011). En effet, les astrocytes sont des éléments clés au sein de la BHE, et permettent 
d’obtenir des modèles in vitro plus imperméables : critère essentiel au bon fonctionnement de 
cette barrière. Par conséquent, nous avons décidé d’utiliser des cellules endothéliales ainsi que 
des astrocytes, provenant de lignées cellulaires, pour mettre en place notre modèle in vitro de 
BHE 
Lors de la mise en place de ce modèle, les objectifs ont été les suivants : 
- tester les différentes configurations afin de déterminer celle qui mime le plus fidèlement 
possible une BHE in vivo, et qui répond aux critères attendus pour un tel modèle (cf 
chapitre 2 partie I) 
- caractériser la configuration choisie en termes de perméabilité, de protéines de jonctions 
serrées et de transporteurs d’efflux 
 
1. Choix des lignées cellulaires 
 
Dans le cadre de ce travail de thèse, nous avons développé un modèle cellulaire murin de 
BHE afin de pouvoir faire le lien avec des études qui seront menées prochainement chez le petit 
animal (souris), au laboratoire. Par conséquent nous avons fait le choix d’utiliser une lignée 
immortalisée de souris pour les cellules endothéliales : la lignée bEnd.3. Cette lignée est souvent 
utilisée dans la littérature et semble être un bon outil pour l’étude du fonctionnement de la BHE 
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(Wuest and Lee, 2012), notamment d’un point de vue paracellulaire (Watanabe et al., 2013). 
Ces cellules ont été obtenues par l’ATCC (ATCC® CRL-2299TM). Puis elles ont été cultivées 
dans du milieu DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium), complémenté avec 10% SVF 
(serum de veau foetal et 5%), d’antibiotiques (amphotéricine B, penicilline et streptomycine), 
et dans des conditions standards de culture, soit à 37°C et 5% CO2. 
Les cellules astrocytaires, utilisées pour développer le modèle, proviennent du rat : la lignée 
C6. Le changement d’espèce s’explique par le fait qu’il n’existe pas de lignée cellulaire 
d’astrocytes chez la souris. En effet, les astrocytes murins utilisés dans la littérature, 
proviennent toujours de culture primaire (Wuest et al., 2013). Par ailleurs, la lignée C6 est l’une 
des lignées immortalisées les plus utilisées dans la littérature pour la mise en place de modèles 
in vitro de BHE (Fischer et al., 2000; Hu et al., 2010; Cioni et al., 2012). Cette lignée a été 
fournie par l’ATCC (ATCC® CCL-107TM). Ces cellules sont cultivées dans du milieu F-12K, 
complémenté avec 2,5% de SVF, 15% de sérum de cheval et 5% d’antibiotiques, à 37°C et 5% 
CO2. Cependant, il a été nécessaire d’adapter progressivement la lignée C6 au milieu DMEM 
afin de pouvoir, par la suite, mettre en place un modèle de co-culture de BHE où le milieu de 
culture doit être identique pour les deux lignées cellulaires. 
 
2. Mise en place des différentes configurations de co-culture 
 
Les différentes configurations de modèle in vitro co-culture de BHE ont été réalisées sur 
des inserts PET (membrane polyester) dont le diamètre des micropores est de 0,4 µm (diamètre 
généralement utilisé dans la littérature pour étudier le fonctionnement de la barrière) (Wilhelm 
et al., 2011; Wuest and Lee, 2012). 
Nous avons testé trois configurations de co-culture qui ont été comparées à un modèle de 
mono-culture (cellules endothéliales seules), illustrées par la Figure 32 : 
- un modèle de co-culture « non-contact » : les cellules bEnd.3 sont ensemencées sur la 
partie luminale de l’insert, alors que les cellules C6 sont ensemencées au fond du puits. 
- un modèle de co-culture « contact » : les cellules bEnd.3 sont ensemencées sur la partie 
luminale de l’insert, tandis que les cellules C6 sont ensemencées sous l’insert (côté 
basal). 
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- un modèle de co-culture « inversé » : les cellules C6 sont ensemencées sur la partie 
luminale de l’insert, et les cellules bEnd.3 sont ensemencées sous la membrane, côté 
basal. 
 
 
Figure 32 : Schéma des différentes configurations de co-culture testées lors de la mise en place 
du modèle in vitro de BHE. Les bEnd.3 (cellules endothéliales) sont soit ensemencées sur la partie 
luminale de l’insert (les deux premières configurations) soit ensemencées sous l’insert, du côté basal 
(dernière configuration). Les C6 (astrocytes) sont ensemencées soit sous l’insert (première 
configuration), soit au fond du puits (deuxième configuration) ou sur la partie apicale de l’insert 
(dernière configuration). 
 
Afin de déterminer la meilleure configuration de co-culture pour notre étude, nous avons 
réalisé des mesures de TEER et de perméabilité au sodium fluoresceine. 
 
2.1. Le modèle co-culture « non-contact » 
 
Dans cette configuration, les cellules bEnd.3 sont ensemencées à raison de 4.105 
cellules/insert, sur la surface luminale de l’insert et dans 200 µl milieu DMEM. Dans le même 
temps, les cellules C6 sont ensemencées au fond du puits à raison de 4.104 cellules/insert, dans 
600 µl de milieu DMEM. Les concentrations ont été déterminées d’après la littérature (Wuest 
and Lee, 2012). Afin d’attester du critère imperméable de ce modèle, des mesures de TEER et 
perméabilité ont été effectuées. 
Les mesures de TEER sont effectuées tous les jours pendant 8 jours, dès le lendemain 
de l’ensemencement, grâce à un épithélial voltohmeter. Trois mesures par insert, à des endroits 
différents, sont réalisées. La TEER, est ensuite calculée grâce à la formule suivante et est 
exprimée en Ohm.cm²: 
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Où TEER blanc correspond à la TEER d’un insert vide et l’aire de la membrane valant 0,33 
cm². 
 
 Les résultats obtenus sont représentés sur la Figure 33. Le lendemain de 
l’ensemencement, la TEER du modèle est de 34,65 ± 8,94 ohm.cm². Ensuite, cette TEER 
augmente jusqu’à J6, où elle atteint son maximum (69,3 ± 5,64 ohm.cm²). Puis cette TEER 
diminue pour atteindre 50,9 ± 5,6 ohm.cm², à J8. Néanmoins, ces valeurs de TEER sont 
supérieures à celles obtenues en mono-culture. En effet, à J1 la TEER, du modèle mono-culture 
est de 17,08 ± 1,54 ohm.cm² et à J6 (TEER maximale) elle est de 53,37 ± 4,91 ohm.cm². 
 
 
Figure 33 : Mesures de TEER sur 8 jours. La TEER augmente au cours du temps dans les deux 
configurations. Toutefois les valeurs sont plus élevées pour le modèle de co-culture non-contact (* p < 
0,05 co-culture versus mono-culture). Les résultats correspondent aux moyennes ± écart-type (n = 6). 
 
 La fonction de barrière du modèle est évaluée en mesurant la perméabilité des cellules 
au sodium fluorescéine (Na-F) de poids moléculaire 376 Da. Les mesures de perméabilité sont 
réalisées lorsque la TEER atteint sa valeur maximale soit à J6. Pour cela, les cellules sont 
rincées avec du milieu Ringer-Hepes pré-chauffé (5mM Hepes, 5,2 mM KCl, 2,2 mM CaCl2, 
0,2 mM MgCl2, 6mM NaHCO3 et 2,8 mM glucose). Puis, 10 µg/ml de Na-F est ajoutée dans le 
compartiment luminale de l’insert (côté cellules endothéliales) et incubée 1 heure à 37°C. La 
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concentration en Na-F est ensuite déterminée en utilisant un fluorimètre (λex 485 nm et λem 
530 nm). Enfin, le coefficient de perméabilité (Pe) est calculé comme décrit précédemment par 
Deli et al. (Deli et al., 2005).  
Les résultats sont illustrés par la Figure 34. Le coefficient de perméabilité pour le modèle de 
co-culture est de 3,01.10-6 ± 1,37.10-6 cm.s-1, tandis que celui pour le modèle de mono-culture 
est significativement plus élevé (p < 0,01) autour de 9,09.10-5 ± 1,34.10-5 cm.s-1. 
 
 
Figure 34 : Mesures de la perméabilité au sodium fluorescéine à J6. La perméabilité est 
significativement plus faible pour le modèle de co-culture (** p < 0,01, co-culture versus mono-
culture). Les résultats correspondent aux moyennes ± écart-type (n = 6). 
 
 Ces deux mesures montrent l’intérêt d’utiliser un modèle de co-culture pour étudier la 
fonction de BHE, puisque ce dernier présente une TEER plus élevée et une perméabilité plus 
faible qu’un modèle de mono-culture. Toutefois, il est intéressant d’étudier si le contact entre 
les cellules peut améliorer le modèle. 
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2.2. Le modèle co-culture « contact » 
 
Dans cette configuration, les cellules C6 sont placées sous l’insert côté abluminal, il est 
donc nécessaire de les ensemencer en premier. Pour cela, l’insert est retourné et les cellules sont 
ensemencées à raison de 4.104 cellules/insert. Ensuite, les cellules sont incubées à 37°C, 
pendant 6h (temps nécessaire à l’adhésion des cellules sur l’insert). Puis l’insert est remis dans 
le puits et les cellules sont cultivées pendant 2 jours comme décrit par Li et al. (Li et al., 2010). 
Enfin, les cellules bEnd.3 sont ensemencées sur la partie apicale de l’insert à raison de 4.105 
cellules/insert et cultivées pendant 8 jours. Cette mise en place de co-culture « contact » est 
résumée sur la Figure 35. 
 
 
Figure 35 : Schéma illustrant la mise en place du modèle co-culture « contact ». Dans un premier 
temps les cellules C6 sont ensemencées sur insert retourné pendant 6h à 37°C, puis l’insert est remis 
dans le puits et les cellules sont cultivées pendant 2 jours. Enfin, les cellules endothéliales sont 
ensemencées dans l’insert et cultivées pendant 8 jours. 
 
Le critère imperméable du modèle est ensuite évalué, de la même façon que pour le 
modèle co-culture non-contact, par des mesures de TEER et de perméabilité. 
 
Le suivi de la TEER débute le lendemain de l’ensemencement des bEnd.3. Les résultats 
obtenus sont représentés sur la Figure 36. A J1, la TEER du modèle est de 41,6 ± 5,42 ohm.cm². 
Ensuite, cette TEER augmente jusqu’à J6, où elle atteint son maximum (81,64 ± 2,74 ohm.cm²). 
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Puis cette TEER diminue pour atteindre 53,05 ± 1,62 ohm.cm², à J8. Dans cette configuration, 
la TEER est également supérieure à celle obtenue en mono-culture. En effet à J6, la valeur de 
TEER est significativement plus élevée que celle obtenue en mono-culture (p < 0,01). 
 
 
Figure 36 : Mesures de TEER sur 8 jours. Les résultats correspondent aux moyennes ± écart-type (n 
= 6). (** p < 0,01 co-culture versus mono-culture). 
 
La TEER augmente au cours du temps dans les deux configurations. Toutefois les 
valeurs sont plus élevées pour le modèle de co-culture « contact ».  Enfin, la perméabilité du 
modèle co-culture « contact », pour le sodium fluorescéine est évaluée. Les résultats sont 
présentés sur la Figure 37. Le coefficient de perméabilité pour le modèle de co-culture est de 
1,51.10-6 ± 1,12.10-6 cm.s-1, tandis que celui pour le modèle de mono-culture est 
significativement plus élevé (p < 0,01) de 9,21.10-5 ± 1,02.10-5 cm.s-1. 
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Figure 37 : Mesures de la perméabilité au sodium fluorescéine à J6. Les résultats correspondent 
aux moyennes ± écart-type (n = 6). (** p < 0,01, co-culture versus mono-culture). 
 
 La perméabilité est significativement plus faible pour le modèle de co-culture. Ces 
résultats montrent que le contact entre les cellules permet d’améliorer le critère imperméable 
du modèle de BHE, puisque la TEER est plus élevée et la perméabilité plus faible que celles 
obtenues avec le modèle co-culture non-contact. Enfin, nous nous sommes intéressés à une 
dernière configuration, où les cellules bEnd.3 sont ensemencées sous l’insert et les cellules C6 
sur la partie apicale de l’insert. 
 
2.3. Le modèle co-culture « inversé » 
 
Cette configuration n’a pas été décrite dans la littérature, mais l’intérêt est d’avoir un 
modèle plus physiologique. En effet, à long terme l’objectif du laboratoire est de complexifié 
le modèle par un système de shear stress. Or, avec les autres configurations les premières 
cellules à subir ce stress seraient les astrocytes, ce qui n’est pas représentatif d’une situation in 
vivo. C’est pourquoi, nous avons testé une configuration inversée afin d’être plus représentatif 
et plus physiologique.  
Plusieurs concentrations de cellules bEnd.3 (4.104 ; 8.104 ; 1.105 et 4.105 cellules/inserts) sont 
testées puisque cette configuration n’a jamais été publiée auparavant. De la même façon que 
pour le modèle précédent, l’insert est retourné afin d’ensemencer les cellules bEnd.3. Puis les 
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cellules sont incubées 6h pour qu’elles adhèrent au support. L’insert est ensuite remis dans le 
puits et les cellules sont cultivées 48h à 37°C. Enfin les cellules C6 sont ensemencées à raison 
de 4.104 cellules/insert sur la surface apicale de l’insert, et cultivées en co-culture pendant 8 
jours. 
 La perméabilité du modèle est alors évaluée par des études de TEER et de perméabilité 
au sodium fluorescéine. Cette dernière est effectuée lorsque la TEER atteint son maximum.  
 
Le suivi de la TEER débute le lendemain de l’ensemencement des cellules C6 (Figure 
38). La concentration 8.104 cellules/insert a obtenu les valeurs de TEER les plus élevées. En 
effet, à J1 la TEER est de 52,14 ± 0,72 ohm.cm², puis elle atteint sa valeur maximale à J6 (67,23 
± 2,67 ohm.cm²). Pour les concentrations élevées en cellules bEnd.3, la TEER n’est pas 
représentative car les cellules se décollent du support en raison de leur trop haute densité. La 
concentration 1.104 cellules/insert donne un profil de TEER semblable aux autres 
configurations mais les valeurs sont plus basses que la concentration 8.104 cellules/insert (57,6 
± 2,02 ohm.cm² à J6). 
 
 
Figure 38 : Mesures de TEER sur 8 jours pour différentes concentrations en cellules bEnd.3. Les 
résultats correspondent aux moyennes ± écart-type (n = 6). 
 
La TEER augmente au cours du temps pour les concentrations les plus faibles. Toutefois 
les valeurs sont plus élevées pour la concentration 8.104 cellules/insert. Les concentrations les 
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plus élevées ne donnent pas de valeurs de TEER représentatives car les cellules se décollent du 
support en raison de leur forte densité. Enfin, la perméabilité de ce modèle, pour le sodium 
fluorescéine est évaluée pour les différentes concentrations en cellules bEnd.3. Les résultats 
sont présentés sur la Figure 39. Les coefficients de perméabilité sont élevés (de l’ordre de 10-5 
cm.s-1) pour les différentes concentrations démontrant que le modèle dans cette configuration 
n’est pas imperméable. 
 
 
Figure 39 : Mesures de la perméabilité au sodium fluorescéine à J6 pour les différentes 
concentrations en cellules bEnd.3. Les résultats correspondent aux moyennes ± écart-type (n = 6). 
 
 La perméabilité est élevée pour chaque concentration (de l’ordre de 10-5 cm.s-1). Par 
conséquent, cette configuration n’aboutit pas à un modèle de BHE adéquat notamment pour 
l’étude de la fonction de cette barrière, puisque le critère imperméable essentiel au modèle n’est 
pas respecté. 
 
 En conclusion, la configuration de co-culture qui a donné les meilleurs résultats 
concernant la TEER et la perméabilité est le modèle de co-culture « contact » où les 
cellules bEnd.3 sont ensemencées sur la surface apicale de l’insert, tandis que les cellules 
C6 sont placées sous l’insert (Table 3). En effet, ce modèle répond aux critères attendus 
d’un modèle in vitro de BHE, c’est-à-dire une valeur de TEER se rapprochant de 100 
ohm.cm² (81,64 ohm.cm²) et une perméabilité de l’ordre de 10-6 cm.s-1 (1,51.10-6 cm.s-1). 
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Par la suite, nous avons caractérisé ce modèle en étudiant l’expression des protéines de 
jonctions serrées et la fonctionnalité des transporteurs d’efflux. 
 
configuration            TEER (Ω.cm²)           Perméabilité (cm.s-1) 
mono-culture   53,37 ± 4,91 9,09.10-5 ± 1,34.10-5 
co-culture non-contact   69,3 ± 5,64 3,01.10-6 ± 1,37.10-6 
co-culture contact   81,64 ± 2,74 1,51.10-6 ± 1,12.10-6 
co-culture inversée   67,23 ± 2,67 3,0.10-5 ± 1,09.10-5 
 
Tableau 3 : Récapitulatif des résultats obtenus pour les différentes configurations. 
 
3. Caractérisation du modèle co-culture « contact » 
 
Le modèle de co-culture « contact » répond au premier critère attendu d’un modèle in vitro 
de BHE, qui est l’étanchéité du modèle mesuré par la TEER et la perméabilité membranaire. 
Néanmoins, pour qu’un modèle soit adéquat à l’étude de la fonction de la BHE, ce dernier doit 
exprimer des protéines de jonctions serrées et posséder des transporteurs de la famille des ABC 
transporteurs qui soient fonctionnels. 
 
3.1. Etude de l’expression des protéines de jonctions serrées 
du modèle de co-culture contact 
 
Nous avons étudié l’expression de trois protéines des jonctions serrées : ZO-1, occludine et 
claudine-5. En effet, ces protéines semblent jouer un rôle majeur dans le fonctionnement de la 
BHE (Naik and Cucullo, 2012). L’expression de ces protéines est évaluée par cell-ELISA et 
confirmée par microscopie confocale. 
 
 Dans un premier temps, nous avons étudié l’expression de ces protéines par cell-ELISA. 
Pour cela, les cellules de notre modèle sont fixées pendant 20 minutes à température ambiante 
avec 4% de PFA. Puis les cellules sont rincées et incubées avec 3% H2O2, dilué dans du 
méthanol, pendant 30 minutes afin de bloquer les sites endogènes à la péroxidase. Cette étape 
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est suivie d’une incubation avec 20% de sérum de chèvre afin de bloquer les sites non 
spécifiques. Puis, les cellules sont incubées 2 heures à température ambiante avec les anticorps 
primaires : anti-ZO-1 (4 µg/ml), anti-occludine (1 µg/ml) et anti-claudine-5 (2 µg/ml). Enfin, 
les anticorps secondaires couplés à la péroxidase (dilués au 1/500) sont ajoutés pendant 1h30 à 
température ambiante. Plusieurs lavages sont alors effectués puis une solution de 
phénylenadiamine diluée dans du tampon citrate (0,05 M) est ajoutée pendant 10 minutes, à 
température ambiante et à l’abri de la lumière. La réaction colorimétrique est mesurée par 
spectrophotométrie à une longueur d’onde de 490 nm. 
 
 Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 40 et donnés en µg/ml. Cette 
concentration est déterminée grâce à une gamme étalon, préparée pour chaque protéine. Nous 
avons ainsi montré que notre modèle exprimait 5,75 ± 0,57 µg/ml pour ZO-1, 3,78 ± 0,72 µg/ml 
pour l’occludine et 11,07 ± 0,61 µg/ml pour claudine-5. Par conséquent, notre modèle exprime 
des protéines de jonctions serrées. 
 
 
Figure 40 : Expressions de ZO-1, occludine et claudine-5 en µg/ml, déterminées par cell-ELISA. 
Les résultats correspondent aux moyennes ± écart-type (n = 6). 
 
Ces résultats sont confirmés par microscopie confocale. Pour cela, les inserts sont fixés 
20 minutes avec 4% de PFA, à température ambiante, suivis de trois rinçages de 5 minutes avec 
du PBS. Les sites non spécifiques sont ensuite bloqués avec 6% de sérum de cheval dilué et 
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0,3 % de triton-X100 dans du PBS. Puis, les anticorps primaires sont ajoutés toute une nuit à 
4°C : ZO-1 est dilué au 1/100, l’occludine est dilué au 1/75 et claudine-5 est dilué au 1/25. Trois 
rinçages de 5min sont effectués avec du PBS puis les anticorps secondaires alexa fluor 546 et 
555 sont ajoutés pendant 1h30 à température ambiante. Enfin, après trois rinçage de 5 minutes 
avec du PBS, les inserts sont observés en microscopie confocale. 
 
Les résultats sont présentés sur la Figure 41 et confirment ceux obtenus par cell-ELISA. 
En effet, notre modèle exprime ZO-1, occludine et claudine-5. 
 
Figure 41 : Marquages de ZO-1, occludine et claudine-5, observés en microscopie confocale 
(échelle 50 µm). 
 
 Le dernier critère attendu pour un modèle in vitro de BHE est que ce dernier exprime 
des transporteurs d’efflux, et que ceux-ci soient fonctionnels. 
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3.2. Etude de l’expression et de la fonctionnalité des 
transporteurs d’efflux du modèle de co-culture « contact » 
 
Nous nous sommes intéressés à deux transporteurs appartenant à la famille des ABC 
transporteurs : Pgp et MRP-1. En effet, ces deux protéines sont exprimées au sein de la BHE et 
ce sont les plus décrites dans la littérature (Dombrowski et al., 2001; Schinkel and Jonker, 
2003). 
Dans un premier temps, l’étude s’est portée sur l’expression de ces protéines au sein de 
notre modèle de co-culture contact. Cette expression est étudiée par cell-ELISA. Le protocole 
est identique à celui décrit pour les protéines de jonctions serrées, à l’exception des anticorps 
primaires : anti-Pgp (2 µg/ml) et anti-MRP-1 (10 µg/ml). Les résultats obtenus sont illustrés 
par la Figure 42. Ceux-ci montrent que le modèle exprime des transporteurs d’efflux. En effet, 
notre modèle exprime 3,99 ± 1,15 µg/ml de Pgp et 4,34 ± 0,95 µg/ml de MRP-1. 
 
 
Figure 42 : Expressions de Pgp et MRP-1 en µg/ml, déterminées par cell-ELISA. Les résultats 
correspondent aux moyennes ± écart-type (n = 6). 
 
 Dans un deuxième temps, la fonctionnalité de ces deux transporteurs d’efflux est 
évaluée. Dans la littérature, il est décrit que ces pompes d’efflux sont exprimées 
préférentiellement au niveau des membranes apicales des cellules endothéliales cérébrales 
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(Cordon-Cardo et al., 1989; Schinkel and Jonker, 2003). Par conséquent, nous avons caractérisé 
la fonctionnalité de ces pompes du côté apical de notre modèle. Pour cela, l’efflux du substrat 
BCECF-AM (substrat de Pgp et MRP-1) est évalué, en présence ou non d’inhibiteurs tels que 
verapamil pour Pgp et probenecid pour MRP-1. Ce composé entre dans la cellule et est clivé 
par des estérases intracellulaires sous la forme BCECF qui devient fluorescent. Lorsqu’il est 
efflué sous la forme du composé BCECF, son relargage peut être évalué par fluorescence. Les 
cellules du modèle sont pré-incubées à 37°C, pendant 15 minutes en présence (ou non pour les 
contrôles) de 40 µM de verapamil ou 1 mM de probenecid. Puis 1 mM de BCECF-AM est 
ajouté pendant 1 heure à 37 °C. Ces concentrations ont été précédemment déterminées au 
laboratoire (Perek et al., 2005). Enfin, la fluorescence est mesurée avec un fluorimètre aux 
longueurs d’ondes suivantes : λex 493 nm et λem 515 nm. 
 
 Notre modèle possède des pompes d’efflux qui sont fonctionnels (Figure 43). En effet, 
les cellules, qui n’ont pas été pré-incubées avec des inhibiteurs, effluent BCECF (4,43 ± 1,01 
µg/ml). Toutefois, quand les cellules sont pré-incubées avec des inhibiteurs, une diminution 
significative du taux de BCECF extracellulaire (BCECF efflué) est observée. En effet 2,29 ± 
0,49 µg/ml de BCECF sont mesurés avec le probenecid, et 2,72 ± 0,29 µg/ml de BCECF avec 
le verapamil.  
 
 
Figure 43 : Transport du BCECF par Pgp et MRP-1 afin d’évaluer la fonctionnalité de ces 
pompes ABC transporteurs. Les résultats correspondent aux moyennes ± écart-type (n = 6). 
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4. Avantages et limites du modèle co-culture « contact » 
 
Le modèle de co-culture « contact » de BHE mis en place durant ce travail de thèse, répond 
aux critères attendus pour un modèle in vitro de barrière : 
- une TEER élevée proche de 100 Ω.cm² (Naik and Cucullo, 2012) 
- une perméabilité avoisinant 10-6 cm.s-1, qui correspond à celle observée in vivo 
(Wilhelm and Krizbai, 2014) 
- la présence de protéines de jonctions serrées (Naik and Cucullo, 2012)  
- la présence de transporteurs d’efflux fonctionnels (Naik and Cucullo, 2012) 
 
De plus, ce modèle est facile, et rapide à mettre en place (8 jours). Néanmoins, il ne tient 
pas compte de l’interaction des péricytes, autres éléments de la BHE. Or, de nombreuses études 
montrent l’importance de ces cellules dans le maintien des propriétés de barrière, et notamment 
le maintien de l’homéostasie (Vandenhaute et al., 2011). Par ailleurs, notre modèle ne tient pas 
compte du shear stress (forces de cisaillement) qui joue un rôle important dans l’induction et le 
maintien de cette barrière (Prabhakarpandian et al., 2013). Cependant, notre modèle permet 
d’étudier la physiologie de la BHE, mais également l’intégrité de cette dernière en condition 
pathologique. Ce dernier point est l’objectif majeur de ce travail de thèse. 
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Chapitre 2 : Validation de l’hydralazine comme 
agent mimétique de la voie hypoxique pour étudier 
l’impact de ce stress sur la BHE 
 
Ces dernières années, il a été montré que l’altération de la BHE contribuait à certaines 
pathologies neurologiques telles que les maladies d’Alzheimer et de Parkinson, ou l’ischémie 
cérébrale. Il s’avère que l’hypoxie est un facteur commun à ces pathologies, et représente un 
facteur de stress majeur conduisant à une altération de la BHE (Sandoval and Witt, 2008; Al 
Ahmad et al., 2011; Helms et al., 2016). Toutefois, les résultats in vivo sont parfois difficiles à 
interpréter en raison de la complexité du cerveau. De ce fait, les études portant sur la BHE sont 
souvent réalisées grâce à des modèles in vitro (Fischer et al., 2000; Cecchelli et al., 2014). 
 
La réponse cellulaire à l’hypoxie est menée principalement par l’activation de la voie 
HIF-1 (Engelhardt et al., 2014). Ce facteur de transcription semble être un facteur clé dans la 
diminution de la perméabilité de la BHE (Ogunshola and Al-Ahmad, 2012). Néanmoins, la 
compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires induits par un stress hypoxique, est 
complexe avec une hypoxique physique, en raison de la courte demi-vie de HIF-1α ainsi que 
par la réversion rapide du phénomène. Dans ce cadre, de nombreux inhibiteurs de la PHD 
(prolyl hydroxylase domaine) ont été développés, et permettent de stabiliser HIF-1α. Ceux-ci 
créent ainsi un environnement cellulaire « hypoxique » adéquat pour étudier l’altération de la 
BHE par l’hypoxie (Engelhardt et al., 2014). Dans cette étude, nous avons évalué le potentiel 
de l’hydralazine comme agent mimétique de la voie hypoxique. L’hydralazine est un 
vasodilatateur utilisé en clinique, qui a montré des capacités d’induction de HIF-1α en inhibant 
la PHD (Knowles et al., 2004).  
L’objectif de cette étude est double : 
- valider le potentiel de l’hydralazine comme agent mimétique de la voie hypoxique en le 
comparant à une hypoxie physique (méthode d’induction standard de l’hypoxie) 
- étudier l’impact de stress hypoxique induit par l’hydralazine sur l’intégrité de notre 
modèle de co-culture « contact », toujours en comparaison avec une hypoxie physique 
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1. Résultats 
 
La première étape a été de déterminer la concentration pour laquelle l’hydralazine est non 
cytotoxique pour nos cellules puis d’évaluer son potentiel sur la voie métabolique de l’hypoxie. 
Cette cytotoxicité est évaluée selon deux méthodes : une méthode de viabilité cellulaire 
(méthode de MTT, test d’activité mitochondriale) et une méthode d’évaluation de la mortalité 
cellulaire (méthode de Lactate Deshydrogénase LDH, montrant l’intégrité membranaire). 
Ainsi, nous avons montré que la concentration 100 µM était non cytotoxique pour nos cellules, 
ce qui confirmait les résultats obtenus par l’équipe de Knowles (Knowles et al., 2004). 
 
L’étude de l’expression de HIF-1α a montré une surexpression significative après une 
exposition de 2 heures à l’hypoxie. Cette surexpression est similaire entre les deux méthodes 
d’induction : 100 µM d’hydralazine (dose efficace et non cytotoxique) ou 2 % d’O2 (Figure 
3). Par ailleurs, pour vérifier la spécificité d’action de l’hydralazine sur la voie hypoxique, nous 
avons étudié l’expression de HIF-1α après une exposition avec un autre vasodilatateur : la 
prazosine. Les résultats n’ont montré aucun effet sur l’expression de HIF-1α et par conséquent 
la prazosine n’agit pas sur la voie métabolique de l’hypoxie, confirmant ainsi la spécificité de 
l’hydralazine. 
 
La suite de notre étude a consisté à évaluer l’impact d’un stress hypoxique induit soit par 
l’hydralazine, soit par une hypoxie physique, sur l’intégrité de notre modèle in vitro de BHE. 
L’intégrité de notre modèle est évaluée par des mesures de perméabilité (TEER et perméabilité 
membranaire au sodium fluorescéine), par expressions de protéines de jonctions serrées et de 
transporteurs d’efflux, ainsi que par la fonctionnalité de ces transporteurs. Nos résultats ont 
montré qu’un stress hypoxique, induit par l’hydralazine ou par hypoxie physique, diminuait 
significativement la TEER. En effet cette dernière diminue de 13,3 % avec l’hydralazine et de 
17,2% avec une hypoxie physique (Figure 4). Toutefois, aucune différence significative n’est 
observée entre les deux méthodes d’induction. La perméabilité membranaire de notre modèle 
est également altérée après une exposition à l’hydralazine ou à une hypoxique physique. En 
effet, le coefficient de perméabilité au sodium fluorescéine augmente de façon significative 
avec les deux expositions (Figure 5). Ceux deux résultats, pris ensembles, montrent que 
l’intégrité de la BHE est altérée. Cette altération est due à une diminution de l’expression de 
ZO-1 (protéine de jonctions serrées). En effet une diminution significative de l’expression de 
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ZO-1 de 35% est observée après une exposition à l’hydralazine et de 44% après une exposition 
à l’hypoxie physique (Figure 6A). Toutefois aucune altération n’a été observée pour 
l’occludine (autre protéine des jonctions serrées) après exposition avec les deux méthodes 
d’induction d’hypoxie (Figure 6B).  
 
Dans un dernier temps, nous nous sommes intéressés à l’impact d’un stress hypoxique, sur 
les transporteurs d’efflux, puisque ces derniers interviennent dans le rôle de protection de la 
BHE en rejetant les composés potentiellement cytotoxiques dans la circulation sanguine. Nos 
résultats montrent que Pgp et MRP-1 (deux transporteurs d’efflux) sont plus exprimés sur la 
membrane apicale des cellules endothéliales (Figure 7A). Ensuite, nous avons montré qu’à la 
suite d’un stress hypoxique, notre modèle augmentait l’activité de ces pompes d’efflux, et cette 
augmentation d’activité était associée à une augmentation de l’expression de ces protéines à la 
membrane des cellules (Figures 7B-7C). Nous n’avons montré aucune différence significative 
entre les deux méthodes d’induction d’hypoxie. 
 
2. Discussion 
 
Certaines pathologies neurologiques sont associées à une altération de la BHE. En effet, la 
BHE est une structure essentielle à l’unité neurovasculaire, puisqu’elle protège le cerveau des 
variations ioniques et contrôle les échanges entre la circulation sanguine et le tissu cérébral. 
L’hypoxie semble être un facteur de stress majeur pouvant induire l’altération de la barrière. 
Toutefois, les mécanismes cellulaires et moléculaires induits par l’hypoxie sont difficiles à 
étudier avec une hypoxie physique, en raison d’une réversion rapide du phénomène. Dans ce 
cadre là, nous avons présenté dans cette étude une méthode d’induction de stress hypoxique par 
agent chimique : l’hydralazine. Nous avons validé cette molécule comme agent mimétique de 
la voie hypoxique en comparant son action avec une hypoxie physique (2% O2). Puis nous 
avons étudié l’impact des deux méthodes d’induction de l’hypoxie sur l’intégrité de notre 
modèle in vitro de barrière (modèle décrit dans le chapitre précédent). 
 
 
 
 136 
2.1. Validation de l’hydralazine comme agent mimétique de la 
voie hypoxique 
 
Notre méthode d’induction d’hypoxie par l’hydralazine a été validée en comparant la 
capacité de cette molécule à créer un état hypoxique à une hypoxique physique, où les cellules 
ont été exposées à un mélange gazeux à 2% d’O2. Nous avons ainsi démontré qu’une exposition 
de 2 heures avec l’hydralazine à 100 µM induisait une surexpression de HIF-1α. Ces résultats 
confirment ceux obtenus par une autre équipe sur une lignée cellulaire différente (Knowles et 
al., 2004). De plus nous avons montré dans cette étude que cette surexpression avec 
l’hydralazine était similaire à celle observée avec une exposition de 2h avec une hypoxie 
physique. Ces résultats démontrent donc que l’hydralazine peut être considérée comme 
un agent mimétique de la voie hypoxique. Toutefois, cette méthode d’induction avec 
l’hydralazine permet-elle d’étudier l’impact du stress hypoxique sur l’intégrité de la BHE ? 
Pour répondre à cette question, nous nous sommes intéressés à étudier l’impact des deux 
méthodes d’induction d’hypoxie sur l’intégrité de notre modèle in vitro de BHE. 
 
2.2. Impact de stress hypoxique sur un modèle in vitro de BHE 
 
Nos premiers résultats montrent que notre modèle in vitro de BHE perd ses propriétés de 
barrière après un stress hypoxique puisque des ions (diminution de la TEER) et des 
molécules (augmentation de la perméabilité au sodium fluorescéine) peuvent traverser notre 
modèle de barrière. Les protéines de jonctions serrées étant responsables de ces propriétés de 
barrière, une étude de leur expression a été réalisée. Nous avons ainsi observé une diminution 
de l’expression de la protéine ZO-1. En revanche, l’expression de la protéine occludine n’est 
pas altérée par un stress hypoxique. Ces résultats confirment ceux obtenus par Engelhardt et al 
(Engelhardt et al., 2014), suggérant que HIF-1α impacte la localisation de ZO-1 mais n’affecte 
pas celle de l’occludine. Ces résultats attestent le fait que ZO-1 joue un rôle majeur dans le 
développement et le maintien de la BHE (Katsuno et al., 2008). Le résultat de l’expression de 
l’occludine est plus surprenant. Toutefois des études in vivo, menées chez la souris (knockdown 
pour l’occludine), ont révélé que cette protéine ne serait pas essentielle à la mise en place des 
complexes protéiques de jonctions serrées, mais participerait à la régulation de la BHE, et plus 
particulèrement dans la régulation du calcium à travers la BHE (Saitou et al., 2000; Brown and 
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Davis, 2005). Ces résultats pourraient expliquer ceux que nous avons obtenus au cours de notre 
étude. 
 
L’étude des transporteurs d’efflux, protéines conférant une protection au cerveau, a révélé 
que les cellules mettaient en place un mécanisme de défense afin de lutter contre cette perte 
de propriétés de barrière au sein de la BHE. Dans un premier temps, nous avons démontré que 
Pgp et MRP-1 étaient plus présents au niveau des membranes apicales des cellules endothéliales 
cérébrales, ce qui confirment les données de la littérature (Felix and Barrand, 2002; Nies et al., 
2004; Fang et al., 2013) et attestent de la validité de notre modèle in vitro de BHE. Dans un 
second temps, nous avons observé que le BCECF (substrat de Pgp et MRP-1) était plus efflué 
par les cellules endothéliales après exposition à un stress hypoxique, que ce soit avec 
l’hydralazine ou par l’hypoxie physique. Ces résultats montrent donc que les cellules 
endothéliales augmentent l’activité de leurs transporteurs d’efflux. Ceci a également été montré 
pour des cellules cancéreuses, qui surexpriment HIF-1α (Chen et al., 2014). Enfin, nous avons 
démontré que cette augmentation d’activité était associée à une augmentation d’expression de 
ces pompes d’efflux après exposition à un stress hypoxique. Pris ensemble, ces résultats 
montrent que les cellules mettent en place un mécanisme de défense afin de protéger le cerveau 
d’une entrée possible de composés cytotoxiques. Toutefois, ceci pourrait entrainer une 
résistance à des thérapeutiques, comme ceci a été décrit pour les médicaments anti-épileptiques 
ou certaines molécules utilisées en chimiothérapie (Xiao-Dong et al., 2008). 
 
Cette étude présente l’hydralazine comme candidat potentiel adéquat pour étudier 
l’impact de l’hypoxie sur la BHE. En effet, cette molécule est capable d’induire une 
surexpression de HIF-1α comparable à celle obtenue en hypoxie physique, sans être 
cytotoxique pour nos cellules. Nous avons montré, avec les deux méthodes d’induction, 
qu’un stress hypoxique entrainait une perte d’intégrité de notre modèle in vitro de BHE, 
illustrée par une augmentation de perméabilité et une diminution de l’expression de ZO-
1. Néanmoins, les cellules essaient de compenser cette perte en augmentant l’expression et 
l’activité de leurs transporteurs d’efflux. En conclusion, notre méthode d’induction 
d’hypoxie avec l’hydralazine semble être un moyen adéquat pour comprendre les 
premiers mécanismes cellulaires et moléculaires induits par l’hypoxie sur la BHE, puisque 
nos résultats avec l’hydralazine sont similaires à ceux obtenus par une hypoxie physique.  
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Chapitre 3 : Comparaison de deux agents 
mimétiques de la voie hypoxique afin de 
déterminer l’agent le plus adéquat pour des études 
in vitro de la BHE 
 
Dans l’étude précédente, nous avons validé l’hydralazine, vasodilatateur ayant comme 
spécificité d’inhibiter la PHD, comme agent mimétique de la voie hypoxique (Chatard et al., 
2016). De plus, cette molécule semble être un moyen adéquat pour étudier l’impact de stress 
hypoxique sur la BHE. Toutefois, il existe d’autres inhibiteurs de la PHD décrits dans la 
littérature qui stabilisent HIF-1α. L’inhibiteur, le plus utilisé et décrit dans la littérature, est le 
chlorure de cobalt (CoCl2) (Yang et al., 2004; Wang et al., 2012; Engelhardt et al., 2014). En 
effet, le chlorure de cobalt a été utilisé pour induire une hypoxie sur des cellules épithéliales 
rétiniennes. Ils ont ainsi démontré que cette hypoxie, induit par CoCl2, entrainait des dommages 
sur ces cellules par l’intermédiaire de stress oxydatifs (Cervellati et al., 2014). Néanmoins, le 
chlorure de cobalt s’est révélé plutôt cytotoxique pour les cellules épithéliales rétiniennes. Par 
conséquent, il est difficile de savoir si les effets observés sont dus à l’hypoxie induit par cet 
agent ou s’ils sont dus à sa cytotoxicité. Toutefois, peu d’études utilisent le chlorure de cobalt 
comme agent mimétique sur la BHE (Engelhardt et al., 2014).  
 
Dans cette étude, nous avons voulu déterminer l’agent mimétique de la voie hypoxique, 
le plus adéquat pour une étude sur la BHE en termes de non cytotoxicité, de reproductibilité et 
qui est contrôlable. Pour cela, nous avons comparé deux agents mimétiques : l’hydralazine, qui 
a montré un potentiel encourageant, et le chlorure de cobalt qui est l’agent mimétique de 
référence. 
 
Les objectifs de cette étude ont été : 
- d’évaluer la cytotoxicité de nos deux agents mimétiques par deux tests 
complémentaires. 
- d’étudier l’impact du stress hypoxique induit par ces deux molécules sur l’intégrité de 
notre modèle in vitro de BHE 
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1. Résultats 
 
Dans cette étude nous avons induit des stress hypoxiques de 24 heures afin d’étudier 
l’impact d’une hypoxie prolongée (modélisation d’une hypoperfusion cérébrale prolongée) sur 
la BHE, qui reste moins décrite dans la littérature. Le premier objectif a été d’évaluer la 
cytotoxicité possible des deux agents sur nos cellules, après une exposition de 24 heures. Cette 
évaluation a été effectuée avec deux tests : un test de viabilité cellulaire (MTT) et un test de 
mortalité cellulaire (LDH). Les résultats ont révélé que l’hydralazine avait une faible mortalité 
cellulaire (17,77 %) tandis que le chlorure de cobalt produit une forte cytotoxicité sur nos 
cellules (68,96 % de mortalité cellulaire) (Figure 2). L’hydralazine présente donc un 
avantage sur l’agent mimétique de référence, puisqu’elle est beaucoup moins cytotoxique 
pour notre modèle in vitro de BHE. Dans un deuxième temps, nous avons déterminé la 
concentration efficace de chaque agent qui induit une surexpression de HIF-1α et donc un état 
hypoxique. Nous avons ainsi montré que la concentration 50 µM (une des concentrations les 
moins cytotoxiques pour les 2 molécules) n’induisait pas de surexpression de HIF-1α, quel que 
soit l’agent mimétique. Toutefois, une augmentation d’expression de HIF-1α de 212% et de 
de 224% après une exposition avec 100 µM d’hydralazine et de CoCl2 respectivement (Figure 
3). Nous avons donc utilisé cette concentration pour la suite de notre étude. 
 
Le deuxième objectif fut d’étudier l’impact de ce stress hypoxique prolongé, induit par ces 
deux molécules, sur l’intégrité de notre modèle cellulaire de BHE. Après une exposition de 24 
heures, avec les agents mimétiques, une diminution importante de la TEER est observée. En 
effet, celle-ci diminue de 68,2 % avec l’hydralazine et de 58,5% avec le CoCl2 (Figure 4). La 
perméabilité de notre modèle est également altérée après une exposition de 24 heures à une 
hypoxie. En effet, le coefficient de perméabilité au sodium fluorescéine augmente de façon 
significative après le stress hypoxique. Cette augmentation semble plus importante avec le 
CoCl2 qu’avec l’hydralazine (Figure 5). Ces deux résultats montrent que notre barrière est 
altérée. L’étude de l’expression des protéines de jonctions serrées a confirmé ces résultats, 
puisque l’expression de ZO-1 diminue de 19 % avec l’hydralazine et de 30 % avec le CoCl2. 
Cependant l’expression de l’occludine n’est pas altérée par un stress hypoxique prolongé 
(Figure 6).  
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Enfin, nous avons étudié l’impact d’une exposition de 24h, avec l’hydralazine et le CoCl2, 
sur l’expression et l’activité des transporteurs d’efflux. Nous avons montré que ces 
transporteurs empêchent l’entrée du BCECF dans les cellules, puisqu’un important transport 
transendothélial est observé après un stress hypoxique prolongé, que ce soit avec 
l’hydralazine ou le CoCl2 (Figure 7A). En effet, BCECF est efflué de façon plus importante 
dans des conditions d’hypoxie qu’en condition physiologique (normoxique). Aucune différence 
significative n’est observée entre l’induction produite par l’hydralazine ou par le CoCl2. Cette 
augmentation d’activité de Pgp et MRP-1 peut être expliquée par une surexpression de ces 
protéines à la membrane apicale des cellules, qui est observée après une exposition à une 
hypoxie prolongée (Figure 7B). Toutefois, aucune différence significative n’est observée entre 
les deux agents mimétiques. 
 
2. Discussion 
 
Dans notre précédente étude, nous avons démontré que l’hydralazine semblait être un bon 
candidat d’agent mimétique de la voie hypoxique pour la BHE (Chatard et al., 2016). Toutefois, 
l’inhibiteur de PHD le plus utilisé dans la littérature est le chlorure de cobalt (Wang et al., 2000, 
2012). L’objectif de cette étude était de déterminer l’agent mimétique de la voie hypoxique le 
plus adéquat pour étudier l’impact de stress hypoxiques sur la BHE. Nous avons induit un stress 
hypoxique prolongé. Dans un premier temps, nous avons déterminé la concentration pour 
laquelle ces deux agents induisaient un état hypoxique sur nos cellules. Puis nous avons étudié 
leur impact sur l’intégrité de notre modèle cellulaire de BHE. 
 
2.1. Un stress hypoxique prolongé induit une perte d’intégrité 
du modèle et une augmentation de l’activité des transporteurs 
d’efflux 
 
Dans un premier temps, nous avons démontré que l’hydralazine et le chlorure de cobalt 
induisaient une surexpression de HIF-1α après 24 heures d’exposition à 100 µM de l’une ou 
l’autre des molécules. Ce résultat est cohérent avec les concentrations utilisées pour d’autres 
études de la littérature (Knowles et al., 2004; Wang et al., 2012; Cervellati et al., 2014). Nous 
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avons utilisé cette concentration pour étudier les conséquences d’un stress hypoxique de 24 
heures sur notre modèle in vitro de BHE.  
 
L’évaluation de la perméabilité (TEER et perméabilité au sodium fluorescéine) montre que 
notre modèle laisse passer des ions et des molécules, par conséquent celui-ci n’est plus 
imperméable. Cette perte d’intégrité s’explique par une diminution significative de 
l’expression de ZO-1, qui est une protéine des jonctions serrées essentielle à la mise en place et 
au maintien des propriétés de barrière de la BHE. Ce résultat est en adéquation avec ceux 
observés lors de l’étude précédente (Chatard et al., 2016) et ou lors de l’étude d’Engelhardt et 
al (Engelhardt et al., 2014). Les résultats observés sont identiques avec une induction avec 
l’hydralazine et avec une induction par le chlorure de cobalt. 
 
L’étude des transporteurs d’efflux démontre qu’une exposition prolongée à l’hypoxie 
conduit à une augmentation de l’activité de Pgp et MRP-1 au niveau des membranes apicales 
des cellules endothéliales de notre modèle. Cette augmentation est expliquée par une 
surexpression de ces protéines lors du stress hypoxique induit par les deux molécules. Ces 
résultats confirment ceux obtenus précédemment et montrent que l’hydralazine et le chlorure 
de cobalt sont des méthodes alternatives appropriées pour étudier l’impact de l’hypoxie sur la 
BHE. Toutefois l’étude de cytotoxicité nous a permis de mettre en avant l’hydralazine comme 
agent mimétique le plus adéquat pour évaluer la voie hypoxique sur la BHE. 
 
2.2. L’hydralazine est l’agent mimétique le plus adéquat pour 
les études sur la BHE. 
 
Nos résultats présentent l’hydralazine comme candidat adéquat pour créer un 
environnement cellulaire hypoxique sur la BHE, puisqu’il est capable d’induire une 
surexpression de HIF-1α avec peu d’effet cytotoxique sur nos cellules. Ces résultats sont en 
adéquation avec ceux décrits dans la littérature (Knowles et al., 2004; Chatard et al., 2016). Le 
chlorure de cobalt est un agent mimétique déjà utilisé dans plusieurs études. Néanmoins 
l’évaluation de la cytotoxicité à révélée que cette molécule était très cytotoxique pour nos 
cellules endothéliales (100 µM étant l’IC50, c’est-à-dire la concentration pour laquelle 50 % de 
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mortalité cellulaire est observée). L’étude de Cervellati et al. démontre que la cytotoxité induite 
par le chlorure de cobalt proviendrait d’une activation de la caspase-3 entrainant une aptotose 
et donc la mort de nos cellules (Cervellati et al., 2014). Par conséquent, cette cytotoxicité est 
un problème dans nos études sur l’impact de l’hypoxie, puisque nous ne pouvons pas déterminer 
si les effets observés sont dus à l’hypoxie ou à la cytotoxicité propre de la molécule inductrice. 
Ces résultats montrent donc que le chlorure de cobalt n’est pas le meilleur candidat pour 
étudier l’impact cellulaire de l’hypoxie sur la BHE. 
 
Cette étude présente l’hydralazine comme l’agent mimétique le plus adéquat pour 
étudier l’impact cellulaire et moléculaire de l’hypoxie sur la BHE. En effet, nous avons 
montré des résultats similaires pour l’hydralazine et le chlorure de cobalt sur la BHE. 
Toutefois, l’hydralazine s’avère peu cytotoxique pour nos cellules et donc permet une 
meilleure étude des conséquences de l’hypoxie. De plus, cette méthode d’induction 
d’hypoxie par l’hydralazine est contrôlable, facile à mettre en place, reproductible, 
réversible et peu coûteuse.  
 
Cette étude a fait l’objet d’un article qui a été soumis dans la revue Cellular Physiology 
and Biochemistry et qui est en révision. 
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Chapitre 4: Impact de stress hypoxiques répétés sur 
l’intégrité de la BHE 
 
L’hypoxie est un facteur clé dans certaines pathologies neurologiques car la BHE, qui 
est la barrière de protection du cerveau, est sensible à des changements du taux d’oxygène. En 
effet, des études ont montré qu’une hypoxie aigüe ou soutenue induisait un changement au sein 
de la BHE, entrainant l’entrée de molécules toxiques dans le tissu cérébral (Mark and Davis, 
2002; Schoch et al., 2002). Ce changement est provoqué par une diminution de l’expression et 
un réarrangement des protéines de jonctions serrées au sein des cellules endothéliales (Al 
Ahmad et al., 2011; Engelhardt et al., 2014). 
 
Cependant, certaines pathologies sont associées à une hypoxie intermittente comme le 
syndrome d’apnées du sommeil par exemple. Les conséquences cérébrales de cette hypoxie 
intermittente sont bien moins décrites que celles d’une hypoxie aigüe. Des études, menées chez 
la souris, ont montré une altération de la fonction endothéliale cérébrale après une exposition à 
une hypoxie intermittente (Phillips et al., 2004). Toutefois les mécanismes, induits par une 
hypoxie intermittente, entrainant cette altération restent inconnus. Dans leur revue de la 
littérature, Lim and Pack font l’hypothèse que l’hypoxie intermittente induirait un changement 
au sein de la BHE (Lim and Pack, 2014). En effet, l’hypoxie intermittente pourrait altérer la 
fonction des cellules endothéliales cérébrales par activation de la voie HIF-1, mais les 
mécanismes précis sur la BHE restent pour ces auteurs à décrire. 
 
Dans cette étude, nous avons évalué les conséquences de stress hypoxiques répétés sur 
un modèle in vitro de BHE afin de comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires 
induits par ce type d’hypoxie. 
Les objectifs de ce travail ont été: 
- de mettre en place une méthode d’induction de stress hypoxiques répétés, 
reproductibles, par l’hydralazine 
- d’étudier l’impact de ces stress répétés sur notre modèle in vitro de BHE 
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1. Résultats 
 
Dans notre première étude, nous avons démontré que l’hydralazine induisait un état 
cellulaire hypoxique après 2 heures d’exposition. La première étape de ce travail a été de 
déterminer le temps nécessaire à nos cellules pour retrouver un état physiologique (niveau 
fondamental de HIF-1α), afin de pouvoir induire un second stress hypoxique. L’étude de 
l’expression de HIF-1α a révélé que les cellules retrouvaient un niveau fondamental, 
similaire à celui de nos contrôles, 8 heures après l’exposition à l’hydralazine (Figure 1). 
Pour la suite de l’étude, nous avons décidé d’induire un stress hypoxique de 2 heures avec 
l’hydralazine, suivi d’un intervalle de  8 heures durant lequel les cellules sont incubées 
seulement avec du milieu pour retrouver un statut physiologique. Puis un second stress 
hypoxique induit. Ceci est répété sur 24 heures, ce qui correspond à un cycle cellulaire. 
 
La deuxième partie de l’étude a consisté à évaluer l’intégrité de notre modèle in vitro de 
BHE après des stress hypoxiques répétés. Les premiers résultats montrent une perte 
d’étanchéité de notre modèle. En effet, la TEER diminue de 27 à 30 % entre le premier stress 
hypoxique et le dernier (Figure 2), tandis que la perméabilité au sodium fluorescéine augmente 
à chaque stress hypoxique (Figure 3). Cette augmentation de perméabilité est associée à une 
diminution de l’expression de deux protéines de jonctions serrées que sont ZO-1 et claudine-
5 (Figure 4). En effet, une diminution d’expression de ZO-1 de 73% est observée après le 
dernier stress hypoxique, tandis que l’expression de claudine-5 diminue de 75% à ce même 
temps. Ces résultats ont été confirmés par imagerie confocale (Figures 5a et 5b). En effet, le 
marquage de ZO-1 n’est plus continu à la membrane des cellules alors que celui de claudine-5 
est moins intense au cours des stress hypoxiques. De plus, il est observé que les cellules perdent 
leur forme après une exposition répétée à l’hypoxie confirmant une perte de jonctions serrées à 
la membrane. 
 
Enfin dans un dernier temps, nous avons évalué l’expression et la fonctionnalité des 
transporteurs d’efflux puisque ces derniers participent activement à la protection du cerveau en 
rejetant les substances potentiellement toxiques pour les neurones et les cellules de soutien. 
L’étude de la fonctionnalité de Pgp et MRP-1 révèlent que les cellules endothéliales augmentent 
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progressivement l’activité de leurs pompes d’efflux, après une exposition répétée à l’hypoxie 
(Figure 6A). Ces résultats ont été complétés par une évaluation de l’expression de Pgp et MRP-
1. Les résultats montrent que l’expression de ces transporteurs augmente de façon progressive 
après chaque stress hypoxique (Figure 6B). En effet, une augmentation de 55% et de 78% est 
observée dès le deuxième stress hypoxique pour Pgp et MRP-1, respectivement. L’étude du 
transport transendothélial, des transporteurs d’efflux, a donc révélé une augmentation 
progressive de l’activité de Pgp et MRP-1 qui est expliquée par une surexpression de ces 
proteines à la membrane des cellules endothéliales. 
 
2. Discussion 
 
La BHE est une structure essentielle au bon fonctionnement du cerveau, en raison de son 
rôle dans le maintien de l’homéostasie cérébrale. Cette barrière est altérée lors de condition 
hypoxique, en raison de sa sensibilité à la diminution de la pression partielle en oxygène (Keller, 
2013). En effet, cette altération serait due à un changement au sein des complexes protéiques 
des jonctions serrées (Zehendner et al., 2013). Toutefois, certaines pathologies sont associées à 
une hypoxie intermittente répétée, comme le syndrôme d’apnées du sommeil. Les conséquences 
de ce type d’hypoxie sur le cerveau, et plus particulièrement sur la BHE, sont peu connues. 
Dans leur revue Lim and Pack émettent l’hypothèse qu’une hypoxie intermittente activerait la 
voie HIF-1, qui conduirait à l’altération de la BHE (Lim and Pack, 2014). De ce fait, l’objectif 
de cette étude a consisté à mettre en place une méthode d’induction de stress hypoxiques répétés 
adéquate afin d’étudier les mécanismes cellulaires impliqués sur notre modèle in vitro de BHE. 
 
2.1. Induction de stress hypoxiques répétés par l’hydralazine 
 
L’étude de l’expression de HIF-1α après 2 heures d’exposition avec l’hydralazine, temps 
précédemment déterminé pour induire un environnement cellulaire hypoxique (Chatard et al., 
2016), révèle que les cellules retrouvent un niveau fondamental de HIF-1α, et donc un statut 
normoxique, 8 heures après le stress hypoxique. Le but était de déterminer le temps nécessaire 
à nos cellules pour revenir à un état normoxique, afin d’induire un second stress et étudier 
l’impact de stress hypoxiques répétés sur la BHE. Cette méthode d’induction avec 
l’hydralazine, permet de contrôler les stress hypoxiques, d’avoir un phénomène réversible 
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qui est plus ou moins long, mais surtout d’obtenir des hypoxies répétées qui sont 
reproductibles. 
 
2.2. Des stress hypoxiques répétés conduisent à des 
changements progressifs au sein de la BHE 
 
Peu d’études dans la littérature s’intéressent aux conséquences d’une hypoxie intermittente 
sur la BHE. Les auteurs d’une étude in vivo avaient émis l’hypothèse que la perméabilité de 
cette barrière serait altérée chez un modèle murin mimant des apnées du sommeil (Kim et al., 
2015). Toutefois, ils n’ont observé aucun changement de perméabilité. Une de leurs hypothèses 
était qu’ils avaient sousestimé les effets locaux au sein de la BHE en utilisant le bleu evans qui 
est un traceur permettant une approche plus globale de la perméabilité de la BHE. Les modèles 
in vitro de BHE s’avèrent être des outils adéquats pour vérifier cette hypothèse. Toutefois, 
aucune étude à ce jour ne s’était intéressée à l’impact cellulaire d’une hypoxie 
intermittente sur l’intégrité de la BHE. 
 
Dans notre étude, nous avons démontré des changements au sein de notre modèle cellulaire 
de BHE après des expositions répétées à l’hypoxie. En effet, une diminution de la TEER et une 
augmentation de la perméabilité, de plus en plus importante, montrent que notre barrière perd 
son intégrité durant ces épisodes hypoxiques. Cette perte d’intégrité est liée à une diminution 
progressive d’expressions de ZO-1 et de claudine-5, protéines essentielles au maintien des 
propriétés de barrière de la BHE. Toutefois, l’occludine n’est pas impactée par ces stress 
hypoxiques répétés, et confirment donc que cette protéine n’est pas essentielle dans la mise en 
place fonctionnelle de ces complexes de jonctions serrées (Saitou et al., 2000; Chatard et al., 
2016). 
 
Le transport transendothélial par les protéines d’efflux est également modifié au cours 
de ces épisodes d’hypoxies répétées. En effet, nos résultats montrent que les activités de Pgp 
et de MRP-1 sont progressivement augmentées lors de ces épisodes. Ce qui confirme ceux 
obtenus par Xiao-Dong lors d’une étude sur l’épilepsie (Xiao-Dong et al., 2008). Cette 
augmentation d’activité s’explique par le fait qu’au cours de ces épisodes d’hypoxies répétés 
les expressions de Pgp et MRP-1 sont augmentées. Ainsi, les cellules endothéliales mettent 
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progressivement en place un mécanisme de défense afin de pallier à la perte d’étanchéité de la 
barrière. 
 
Notre étude est la première à s’intéresser à l’impact cellulaire et moléculaire de stress 
hypoxies répétés (modélisation d’une hypoxie intermittente) sur la BHE. Nos résultats 
montrent que ces stress répétés entrainent un changement progressif au sein de la BHE, 
illustré par une altération des protéines de jonctions serrées entrainant une perte 
d’intégrité, et une augmentation d’activité des pompes d’efflux (mécanisme de défense). 
Cette augmentation d’activité pourrait créer une résistance au passage cérébral de 
certains médicaments.  
Notre méthode d’induction de stress hypoxiques répétés induits par l’hydralazine, permet 
d’obtenir des stress hypoxiques qui sont contrôlés, réversibles et surtout reproductibles. 
Toutefois, l’induction d’hypoxie est plutôt longue (2 heures) et ne permet donc pas de 
réaliser des cycles courts qui corresponderaient davantage à une hypoxie intermittente 
caractéristique des pathologies telle que le syndrome d’apnée du sommeil. Cependant, 
cette méthode nous permet d’apporter des premiers éléments de réponses sur l’impact de 
ces stress sur la BHE. 
 
 Cette étude a fait l’objet d’un article qui a été soumis dans la revue Journal of Cerebral 
Blood Flow & Metabolism. 
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Discussion générale  
 
La barrière hémato-encéphalique est une barrière physique et métabolique, qui sépare 
le système nerveux central de la circulation sanguine. Elle est composée de différents types 
cellulaires, qui lui confèrent ses propriétés de barrière, essentielles au fonctionnement optimal 
des neurones, et par conséquent du SNC (Hawkins and Davis, 2005). Ainsi, elle régule 
l’équilibre ionique entre le sang et le tissu cérébral, et limite l’entrée dans le cerveau de 
substances pouvant lui être toxiques (Ronaldson and Davis, 2015).  
 
Toutefois certaines maladies, touchant le SNC, sont liées à une altération de la BHE, 
comme l’ischémie cérébrale par exemple. L’enjeu dans l’étude de ces pathologies, est de 
comprendre les mécanismes amenant à cette altération, afin de développer des stratégies 
thérapeutiques adéquates. Dans ce but, de nombreux modèles in vitro de BHE ont été 
développés, afin de comprendre la fonction de cette barrière dans des conditions physiologiques 
et pathologiques. 
 
Un des facteurs, pouvant altérer l’homéostasie du SNC, est l’hypoxie. En effet, le 
cerveau est le premier consommateur d’oxygène, en utilisant 20% du débit cardiaque 
(Ogunshola and Al-Ahmad, 2012). De plus, la BHE est une structure sensible à des conditions 
hypoxiques (Keller, 2013). De ce fait, de nombreuses études se sont intéressées aux 
conséquences d’une hypoxie aigüe (modélisation d’une ischémie) sur la BHE (Brillault et al., 
2002; Hayashi et al., 2004; Al Ahmad et al., 2011; Ogunshola, 2011). Toutes ces études 
aboutissent aux conclusions que l’hypoxie altère la BHE en induisant une perte d’expressions 
des protéines de jonctions serrées, qui est illustrée par une augmentation de perméabilité de la 
barrière. Néanmoins, si les conséquences d’une hypoxie aigüe sur la BHE sont bien décrites, ce 
n’est pas le cas de l’hypoxie intermittente. Or, ce phénomène est retrouvé dans certaines 
pathologies, notamment respiratoires, comme le syndrome d’apnées du sommeil. Cette hypoxie 
intermittente ne semble pas être sans conséquence sur le cerveau, puisque des études chez 
l’Homme constatent que ces patients souffrent de troubles cognitifs (Sforza et al., 2010; Kerner 
and Roose, 2016) mais peuvent aussi présenter des baisses focales de substance grise (Celle et 
al., 2016). Ces résultats tendent à montrer que l’homéostasie neuronale est affectée et par 
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conséquent suggèrent que la BHE pourrait être altérée. Cependant, peu d’études se sont 
intéressées à l’impact de l’hypoxie intermittente sur la BHE en raison de la complexité du 
cerveau. Les modèles in vitro pourraient être un moyen de pallier à cette difficulté. 
 
Dans ce cadre, l’objectif de ce travail de thèse a été, dans un premier temps, de mettre 
en place un modèle in vitro de BHE adéquat à l’étude du fonctionnement de cette barrière en 
conditions pathologiques. Dans un second temps, une méthode d’induction d’hypoxie par agent 
mimétique a été validée afin d’étudier par la suite l’impact de stress hypoxiques répétés sur 
l’intégrité de la BHE. 
 
Mise en place d’un modèle co-culture contact pour étudier le 
fonctionnement de la BHE en condition pathologique (hypoxie) 
 
Le modèle in vitro, développé durant ce travail de thèse, est un modèle murin. Ce choix 
s’explique par le fait que des études in vivo vont être réalisées au sein du laboratoire, et ainsi 
nous pourrons faire un parallèle entre les études in vitro et in vivo. 
 
Afin de mettre en place, un modèle cellulaire le plus représentatif possible d’une BHE 
in vivo, différentes configurations ont été testées. Ainsi, le modèle co-culture « contact » a 
montré les meilleurs résultats en termes de TEER et de perméabilité. Ceci peut s’expliquer par 
l’interaction étroite entre les cellules endothéliales et les astrocytes (Dehouck et al., 1990; Al 
Ahmad et al., 2011). Par ailleurs, la caractérisation de ce modèle a révélé que ce dernier 
exprimait des protéines de jonctions serrées (occludine, claudine-5 et ZO-1), à la membrane des 
cellules endothéliales. Enfin, ce modèle in vitro possède des transporteurs d’efflux (Pgp et 
MRP-1) qui sont fonctionnels et exprimés principalement à la surface apicale des cellules 
endothéliales. Ces résultats sont en adéquation avec les critères attendus pour un modèle in vitro 
de BHE (Naik and Cucullo, 2012). Par conséquent, ce modèle in vitro de co-culture 
« contact » est adéquat pour étudier la physiologie, et particulièrement l’intégrité, de la 
BHE en condition pathologique telle qu’un stress hypoxique. 
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Toutefois, ce modèle pourrait être amélioré sur le long terme en prenant en compte 
l’impact des péricytes et du shear stress, qui sont des facteurs importants dans la mise en place 
de cette barrière in vivo (Al Ahmad et al., 2011; Vandenhaute et al., 2011; Prabhakarpandian 
et al., 2013; Takeshita et al., 2014) En effet, le shear stress permettrait la mise en place du 
phénotype de la BHE en intervenant sur les jonctions serrées et les transporteurs d’efflux de 
type ABC (Cucullo et al., 2011). 
 
Une induction d’un stress hypoxique par des agents mimétiques est 
adéquate pour étudier son impact sur la BHE 
 
Ces dernières années, de nombreuses études ont montré que l’hypoxie représentait un 
stress majeur pour le cerveau en induisant une altération de la BHE, et entrainait des pathologies 
neurologiques (Sandoval and Witt, 2008; Al Ahmad et al., 2009). Néanmoins, l’étude des 
mécanimes cellulaires et moléculaires provoqués par une hypoxie courte, peut être difficile à 
réaliser avec une hypoxie physique, en raison de la réversion rapide du phénomène. De ce fait, 
nous avons fait le choix d’induire une hypoxie avec un agent mimétique qui inhibe la PHD, 
permettant de stabiliser HIF-1α, et ainsi de créer un environnement cellulaire hypoxique. Au 
cours de ce travail, l’agent mimétique utilisé est l’hydralazine qui est un vasodilatateur utilisé 
en clinique. Par ailleurs, elle est principalement utilisée dans la littérature pour mimer un 
environnement cellulaire dans des modèles in vitro et in vivo en cancérologie (Horsman et al., 
1995). En effet, cette molécule possède des capacités d’induction de HIF-1α puisqu’elle inhibe 
la PHD  (Knowles et al., 2004). Notre première étude a présenté l’hydralazine comme un 
candidat potentiel et adéquat pour étudier l’impact de l’hypoxie sur la BHE, puisqu’elle 
est capable d’induire une surexpression de HIF-1α comparable à celle obtenue en hypoxie 
physique (Chatard et al., 2016). De plus, nous avons montré des impacts similaires sur la BHE 
avec les deux méthodes d’induction (hydralazine et hypoxie physique) et qui confirment les 
résultats obtenus dans la littérature (Fischer et al., 2002). L’avantage de l’hydralazine sur 
l’hypoxie physique est que le stress induit est reproductible au cours du temps, réversible, 
contrôlable et moins onéreux.  
 
Toutefois, plusieurs agents mimétiques sont décrits dans la littérature, notamment le 
chlorure de cobalt qui a déjà été utilisé pour induire une hypoxie sur la BHE (Engelhardt et al., 
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2014). Nous nous sommes intéressés, dans notre seconde étude, à déterminer l’agent mimétique 
le plus adéquat pour la BHE entre l’hydralazine et le chlorure de cobalt. Cette étude comparative 
a montré que ces deux agents induisaient une surexpression de HIF-1α, même sur des temps 
assez long ce qui permet d’étudier les conséquences d’une hypoxie prolongée sur la BHE. Ainsi, 
il a été montré dans cette étude qu’une hypoxie prolongée, induite par l’hydralazine ou le 
chlorure de cobalt, entrainait une perte d’intégrité du modèle cellulaire de BHE. Cette perte 
d’intégrité s’illustre par une augmentation de perméabilité provoquée par une diminution de 
l’expression de ZO-1 (protéine de jonctions serrées). Ces résultats sont en adéquation avec ceux 
obtenus dans la littérature (Engelhardt et al., 2014). Par ailleurs, dans cette étude, il a également 
été démontré que les cellules mettaient en place un mécanisme de défense pour lutter contre 
l’entrée potentielle de molécules, liée à la perte d’expression de ZO-1. Ce mécanisme de 
défense est illustré par une augmentation d’activité de Pgp et MRP-1 qui est due à une 
surexpression des protéines après un stress hypoxique prolongé. Ces résultats ont également été 
retrouvés dans le cadre de l’épilepsie (Xiao-Dong et al., 2008; Li et al., 2014). Toutefois, ce 
mécanisme de défense devra être pris en compte lors du développement de stratégie 
thérapeutique car il pourra entrainer une résistance aux médicaments. En conclusion, notre 
deuxième étude a révélé que les deux agents mimétiques induisaient le même impact sur notre 
modèle cellulaire de BHE. Toutefois, le chlorure de cobalt présente l’inconvénient d’une forte 
cytotoxicité pour nos cellules. En effet, 50% de mortalité cellulaire est observée avec cet agent. 
Cette cytotoxicité pourrait provenir d’une activation de la caspase-3 par le chlorure de cobalt, 
ce qui conduirait à une apoptose et donc à la mort des cellules (Cervellati et al., 2014). Cette 
cytotoxicité n’est pas observée pour l’hydralazine. Par conséquent, l’hydralazine est l’agent 
mimétique le plus adéquat pour la BHE puisque nous pouvons conclure que les effets 
observés sur la BHE sont les conséquences du stress hypoxique induit et non dus à la 
cytotoxicité de la molécule. Cette méthode d’induction d’hypoxie par l’hydralazine semble être 
une méthode appropriée pour étudier l’impact de stress hypoxiques répétés (alternance 
d’un état hypoxique et d’un état normoxique, permettant la modélisation de l’hypoxie 
intermittente) sur la BHE, afin de comprendre les troubles cognitifs observés chez les patients 
souffrant de pathologies respiratoires. 
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Impact de stress hypoxiques répétés sur l’intégrité de la BHE et les 
mécanismes de défense liés aux transporteurs d’efflux 
 
Cette étude est la première menée in vitro qui s’intéresse à l’intégrité de la BHE 
après une exposition à une hypoxie intermittente. En effet, seules deux études dans la littérature 
décrivent l’impact de l’hypoxie intermittente sur le cerveau. La première a été menée in vitro 
et montre une augmentation de l’activité de Pgp, qui pourrait expliquer la résistance aux 
médicaments dans le cadre de l’épilepsie (Xiao-Dong et al., 2008). Toutefois, cette étude ne 
s’intéresse pas à l’intégrité de la BHE.  
La seconde étude, menée chez la souris, s’intéressait à la myélinisation axonale et à la 
perméabilité de la BHE dans le cadre du syndrome d’apnées du sommeil. Leurs résultats 
montrent une hypomyélinisation des axones avec une altération de la mémoire, mais ne 
démontrent pas de modification de la perméabilité de la BHE. Une des hypothèses, pour ce 
dernier résultat, serait que la méthode au bleu evans a été réalisée sur le cerveau dans sa 
globalité, et pourrait sous-estimer l’impact local sur la BHE (Kim et al., 2015). De ce fait, nous 
avons étudié l’impact de cette hypoxie intermittente sur un modèle in vitro de BHE en induisant 
des stress hypoxiques répétés avec l’hydralazine (alternance d’un état hypoxique et d’un état 
normoxique répétée dans le temps au cours d’un cycle cellulaire). 
 
Dans cette étude, nous avons pu observer des changements au sein de notre modèle in 
vitro de BHE après des expositions répétées à l’hypoxie induites par l’hydralazine. Ces 
changements sont observés à la fois au niveau paracellulaire (intégrité de la barrière) et au 
niveau transcellulaire (mécanisme de protection par les transporteurs d’efflux de type ABC). 
En effet une augmentation de perméabilité, de plus en plus importante, révèle que notre modèle 
cellulaire de barrière perd progressivement son intégrité au cours de ces épisodes hypoxiques. 
Ce résultat s’explique par une diminution progressive des expressions de claudine-5 et de ZO-
1 à la membrane des cellules endothéliales. Ces résultats vérifient l’hypothèse de Kim et al 
(Kim et al., 2015) puisqu’ils montrent que la BHE est impactée par une hypoxie répétée au 
cours du temps et donc que dans leur étude l’impact local sur la BHE a été sous-estimé. 
Par ailleurs, les mécanismes de protection des cellules endothéliales via les 
transporteurs ABC tels que Pgp et MRP-1 sont, quant à eux, progressivement mis en place 
au cours des épisodes hypoxiques. En effet, une augmentation d’activité de Pgp et MRP-1, 
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d’autant plus importante au cours des épisodes, est observée. Celle-ci est associée à une 
surexpression des protéines à la membrane apicale des cellules endothéliales. Ces résultats vont 
dans le sens de ceux obtenus par Xiao-Dong et al et pourraient expliquer la résistance aux 
médicaments dans le cadre de l’épilepsie (Xiao-Dong et al., 2008). 
 
Notre étude est donc la première à s’intéresser à l’impact cellulaire et moléculaire de 
stress hypoxiques répétés sur l’intégrité de la BHE. Nos résultats montrent donc la BHE perd 
progressivement son intégrité et augmente, de plus en plus, l’activité de ces transporteurs 
d’efflux au cours des épisodes hypoxiques, afin de lutter contre le passage de molécules 
potentiellement toxiques pour le cerveau, possible par la perte de fonctionnalité protéines 
de jonctions serrées.  
 
Toutefois, l’induction de l’hypoxie par l’hydralazine reste plutôt longue (2 heures) et ne 
permet donc pas de faire des cycles courts qui correspondraient davantage à une hypoxie 
intermittente, caractéristique des pathologies respiratoires nocturnes comme le syndrome 
d’apnées du sommeil. Cependant, cette méthode alternative permet d’induire des stress 
hypoxiques qui sont contrôlés, réversibles et très reproductibles. De plus, nos résultats sont 
encourageants et cohérents avec ceux obtenus lors d’une étude menée in vivo au laboratoire. En 
effet, une diminution des protéines de jonctions serrées a été observée sur des coupes de 
cerveaux de souris exposées à une hypoxie intermittente (résultats qui ont donné lieu à un poster 
lors de la journée française de médecine à Saint Etienne). Ainsi, cette étude nous permet 
d’apporter des premiers éléments de réponses sur les conséquences de ces épisodes hypoxiques 
répétés sur la BHE. 
 
Conclusion  
 
L’hypoxie est un facteur majeur dans l’altération de la barrière hémato-encéphalique, 
conduisant à des pathologies neurologiques. Toutefois, les conséquences d’épisodes 
hypoxiques répétés au cours du temps, sont très peu décrites dans la littérature, mais 
conduiraient à des troubles neuro-cognitifs sérieux accélérant ou déclenchant des pathologies 
neurodégénératives. Dans ce travail, une méthode d’induction reproductible d’épisodes 
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hypoxiques (suivis d’une phase de normoxie) répétés, a été mise en place afin d’étudier l’impact 
sur l’intégrité d’un modèle in vitro de BHE. Ainsi, il a été montré que des stress hypoxiques 
longs et répétés, induits par l’hydralazine, altèrent progressivement l’étanchéité de la BHE. En 
effet, cette étanchéité est assurée par deux types de protéines : les jonctions serrées (passage 
paracellulaire) et les transporteurs d’efflux de la famille ABC (passage transcellulaire). Or, dans 
cette étude, il a été démontré, qu’au cours de ces épisodes hypoxiques, les expressions de ZO-
1 et claudine-5 diminuaient progressivement, témoignant ainsi d’une augmentation de la 
perméabilité de la BHE et créant un passage potentiel pour les molécules dans le tissu cérébral. 
Par ailleurs, les cellules endothéliales augmentent, de manière progresive, l’expresssion de ces 
transporteurs d’efflux (Pgp et MRP-1) afin d’augmenter leurs activités et probablement limiter 
ainsi l’accès de molécules potentiellement cytotoxiques, dans le cerveau. 
En conclusion, des épisodes hypoxiques répétés altèrent l’étanchéité de la BHE au 
cours du temps. Ceci pourrait expliquer, comme le suggèrent Lim & Pack, les troubles 
cognitifs observés chez les patients atteints d’apnées du sommeil. La méthode d’induction de 
ces stress répétés par l’hydralazine, mise en place durant ce travail de thèse, a donc permis 
d’apporter des premiers éléments de réponse sur les mécanismes cellulaires et moléculaires 
induits par ces épisodes hypoxiques, dans ces pathologies. Toutefois, il serait intéressant 
d’étudier l’intéraction entre les cellules et l’impact possible sur l’unité neurovasculaire, afin de 
développer des stratégies thérapeutiques pour ces pathologies comme le syndrome d’apnées du 
sommeil. 
 
Perspectives envisagées 
 
Amelioration de la méthode d’induction hypoxie intermittente 
 
La méthode d’induction de stress hypoxiques répétés, induits par l’hydralazine, mise en 
place au cours de ce travail, a montré des résultats encourageant puisqu’ils correspondent à 
ceux obtenus récemment au laboratoire sur le petit animal. En effet, une augmentation de 
perméabilité et une diminution de l’expression des protéines de jonctions serrées, ont été 
observées au niveau des cerveaux, de souris exposées, à une hypoxie intermittente.  
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Néanmoins, notre induction avec l’hydralazine est plutôt longue car 2 heures sont 
nécessaires pour atteindre un état hypoxique, de même qu’il faut 8 heures pour retrouver un 
statut normoxique. Afin d’affiner notre étude, il est nécessaire d’avoir des inductions d’hypoxie 
plus courtes ainsi qu’une réversion plus rapide, dans le but de se rapprocher d’une hypoxie 
intermittente plus représentative de la réalité. Pour cela, le laboratoire SNA-EPIS a acquis, 
récemment, une enceinte à hypoxie (financée par l’association de recherche SYNAPSE). Ce 
dispositif va ainsi permettre d’induire des cycles plus courts d’hypoxie/normoxie, et donc plus 
représentatif d’une hypoxie intermittente produite in vivo. Par conséquent, nous allons pouvoir 
confirmer les résultats obtenus avec l’hydralazine et affiner l’étude en induisant des cycles, sur 
un plus long terme, afin d’évaluer l’impact des ces épisodes chroniques d’hypoxie sur la BHE, 
et par conséquent sur le cerveau, dans le cadre de ces pathologies. 
 
Stratégies envisagées pour inhiber ou réduire l’impact de l’hypoxie sur la 
BHE 
 
Nos travaux ont montré qu’un stress hypoxique, aigüe ou répété, entrainait une 
altération de la barrière hémato-encéphalique par l’intermédiaire d’une perte des protéines de 
jonctions serrées et une augmentation de l’expression des transporteurs d’efflux (mécanimes de 
défense qui pourrait conduire à une résistance aux médicaments). Or l’augmentation de 
perméabilité de la BHE, induite par l’altération des protéines de jonctions serrées, serait 
associée au facteur de l’hypoxie HIF-1α, qui activerait la production de VEGF par les cellules. 
Cette production entrainerait une augmentation de perméabilité et une réorganisation au sein 
des jonctions serrées (Ogunshola and Al-Ahmad, 2012). De ce fait, certaines études se sont 
intéressées à l’impact des inhibiteurs de HIF-1α sur la perméabilité de la BHE. Ainsi, Yeh et al 
ont démontré que YC-1 (3-(5’-hydroxyethyl-2’-furyl)-1-benzylindazole), un inhibiteur de HIF-
1α, était capable de prévenir l’augmentation de la perméabilité de cellules endothéliales 
cérébrales de rat lors d’une hypoxie aigüe de 24 heures (Yeh et al., 2007). Par ailleurs, 
Engelhardt et al démontrent les mêmes résultats en utilisant deux inhibiteurs : YC-1 et 2ME2 
(méthoxyestradiol) (Engelhardt et al., 2014). Enfin, une étude plus récente menée in vitro et in 
vivo, confirme que l’utilisation d’inhibiteurs de HIF-1α prévient l’altération de la BHE 
entrainée par une hypoxie dans le cadre d’un œdème cérébral (Yang et al., 2015). 
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De ce fait, nous avons débuté une étude dans laquelle notre modèle cellulaire est incubé 
avec un inhibiteur de HIF-1α avant chacun de nos épisodes hypoxiques. Deux inhibiteurs sont 
testés : YC-1 et 2ME2 car ce sont les plus utilisés lors d’études menées sur la BHE (Yeh et al., 
2007; Engelhardt et al., 2014). Nos premiers résultats montrent un effet protecteur au cours du 
temps des inhibiteurs sur l’intégrité de notre modèle cellulaire. Une restauration complète de 
l’étanchéité du modèle de BHE n’a cependant pas été observée, que ce soit avec YC-1 ou 2ME2. 
De plus, YC-1 semble avoir un effet plus efficace que 2ME2 sur nos cellules. Ceci pourrait 
s’expliquer par le fait qu’à la concentration utilisée (concentration non cytotoxique pour nos 
cellules), HIF-1α n’est pas totalement inhibée. Néanmoins, ce sont des premiers résultats et 
donc une répétition de l’étude est nécessaire. 
 
Toutefois, si ces résultats se confirment cela implique que la voie de HIF-1 ne serait pas 
la seule impliquée dans l’altération de la BHE en situation de stress hypoxique. Par conséquent, 
il serait intéressant d’étudier les autres voies possibles comme l’inflammation ou le stress 
oxydatif (Figure 44). En effet, des études ont montré que l’hypoxie induisait une augmentation 
d’expression de molécules proinflammatoires comme l’IL-8 pouvant avoir un impact sur la 
BHE (Lim and Pack, 2014 ; Kim et al., 2015). Par ailleurs, il a été démontré que la NADPH 
oxydase avait un rôle important dans les dommages observés au sein de la BHE chez un modèle 
murin d’ischémie cérébrale (Kahles et al., 2007). Zehendner et al. proposent dans leur étude 
que le mécanisme cellulaire majeur conduisant à une ouverture de la BHE, est l’altération des 
jonctions serrées par l’intermédiaire d’un stress oxydatif lié à l’hypoxie (Zehendner et al., 
2013). 
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Figure 44 : L’hypoxie intermittente génère une augmentation de stress oxydatif, active la voie 
HIF-1 et induit un état d’inflammation chronique. Hypothèse de Lim & Pack. (Lim and Pack, 
2014). 
 
L’inflammation et son impact sur la BHE, au cours d’une hypoxie intermittente, sur la 
BHE sera étudiée lors d’études futures par une nouvelle étudiante en doctorat au sein du 
laboratoire SNA-EPIS, puisque des travaux préliminaires menés au laboratoire ont montré une 
sécrétion de cytokines inflammatoires après des épisodes hypoxiques. 
 
L’implication du stress oxydatif, dans le cadre d’une hypoxie intermittente, sur la BHE 
n’est pas à écarter et pourrait faire l’objet d’autres sujets d’étude au sein du laboratoire, lors de 
projets futurs. 
 
Perspectives personnelles 
 
Après la fin de ma thèse et de mon contrat d’ATER, je souhaite effectuer un « post-
doctorat » à l’étranger dans un pays anglophone, toujours dans le domaine de la barrière 
hémato-encéphalique et des pathologies associées à son altération. L’ojectif de « ce post-
doctorat » est de parfaire et d’apprendre de nouvelles techniques ainsi que des nouvelles 
thématiques de recherche comme la maladie d’Alzheimer. Enfin je souhaite, à long terme, 
postuler pour un poste de Maitre de Conférence qui me permettra d’associer une activité de 
recherche et d’enseignement. 
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ABSTRACT 
 
The blood-brain barrier (BBB) is the essential structure of the central nervous system (CNS), 
located at the level of brain capillaries. The BBB is responsible for the maintenance of cerebral 
homeostasis and its protection. Indeed, diseases affecting the CNS are often related to a disorder at the 
BBB’s site. One of the several factors which can alter the homeostasis of the CNS, is hypoxia because 
the brain is one of the the first consumer of oxygen of the body. Several studies showed that acute 
hypoxia (mimic transient brain ischemia or stroke), could alter BBB permeability. However, some 
disorders are related to intermittent hypoxia, particularly sleep related breathing disorders, such as sleep 
apnea syndrome. This intermittent hypoxia does not seem to be innocent on the brain structure and 
function, since studies in humans have demonstrated that these patients suffer from cognitive disorders. 
The challenge in the study of such pathologies is represented by a better understanding of mechanisms 
leading to this alteration, in order to develop adequate therapeutic strategies. Nevertheless, few studies 
have focused, to date, on the impact of intermittent hypoxia on the BBB, due to the complexity of the 
brain structure in vivo. In this regard, in vitro BBB model appear to be suitable tools for the study of 
BBB in pathologies conditions. The aim of this thesis was to set up an in vitro BBB model suitable for 
the study of BBB’s integrity after repeated hypoxic stress exposure. 
Our proposed in vitro model is a contact co-culture model composed of mouse immortalized 
cerebral endothelial cells and rat immortalized astrocytes. Indeed, several studies showed the importance 
of interactions between astrocytes and endothelial cells in the establishement of the BBB barrier 
phenotype. We have developped a murine model in order to be in line with studies carried out in mice 
in the laboratory. This model was characterized in terms of TEER, membrane permeability, tight 
junction proteins and efflux transporters. This model meets the expected criteria for an in vitro BBB 
model and it is fast to set up. 
The cellular impact of intermittent hypoxia is difficult to investigate in vitro because it is rapidly 
reverted. Therefore, we have set up an alternative induction method of hypoxic stress by a chemical 
agent, hydralazine, which is reproducible, controllable and reversible, in order to study the cellular and 
molecular mechanisms induced by activation of an hypoxic pathway at the BBB level. This method was 
validated by comparison with physical hypoxia exposure of the same BBB model. Results showed that 
HIF-1α induction (hypoxia factor) was similar between induction by hydralazine or using physical 
hypoxia.Then we studied the impact of repeated hypoxic stress on BBB’s integrity during 24 hours 
exposure. Our results showed that repeated hypoxic stress progressively altered the paracellular pathway 
of endothelial cells by decreasing the expression of tight junction proteins in our model. Moreover, 
transcellular pathway was also affected because the activity of efflux transporters was gradually 
increased. 
This work presents an alternative induction method of hypoxia which is controllable and 
reproducible over time. In addition, it is the first in vitro study that investigates the consequences of 
repeated hypoxic stress on the integrity of BBB. This work allowed to bring us primary answers on 
cellular and molecular mechanisms potentially involved in pathologies related to repeated hypoxic 
stress. 
 
Key words : blood-brain barrier, hydralazine, repeated hypoxia, in vitro model, integrity 
 
